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(57) Abstract 

The invention concerns a purified antibody specifically recognising a nitrosylated protein and more particularly a NO carrier such 
albumin. These antibodies may be polyclonal-or monoclonal. The invention also concerns immunogens for preparing said antibodies 
... .j the pharmaceutical compositions containing them. The invention further concerns a method using said antibodies for detecting in vitro 
nitrosylated proteins in a biological sample. 

(57) Abrege 

La pr£sente invention conceme un anticorps purifid reconnaissant spec in* quern en t une prot6ine nitrosyl6e et plus particulierement un 
transporteur de NO .comme 'ralbumine. Les anticorps de Tinvention peuvent etre polyclonaux ou monoclonaux. L'invention concerne 
aussi des immunigenes pour la preparation desdits anticorps, ainsi que les compositions pharmaceutiques comprenant lesdits anticorps. 
L'invention se rapporte dgalement a un procddd de ddrection in vitro de proteines nitrosylees dans un dchantillon biologique mettant en 
oeuvre lesdits anticorps. 
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ANTICORPS RECONNAISSANT S PEC I F IQUEMENT UNE 
PROTEINS NITROSYLEE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION, LEUR 
UTILISATION THERAPEUTIQUE ET DIAGNOSTIC. 

La presente invention concerne des anticorps 
reconnaissant speci f iguement une proteine nitrosylee et 
avantageusement les composes resultant de la conjugaison 
de NO avec ses transporteurs , coirnne 1'albumine. 
L' invention se rapporte aussi. a des compositions 
immunogenes pour la preparation de tels anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux. L' invention a encore pour 
objet les compositions pharmaceu t iques comprenant comme 
principe actif ces anticorps, et leur utilisation pour le 
traitement de pathologies impliquant le monoxyde d' azote, 
ses derives et conjugues,' notamment dans les situations ou 
il y a une hyperproduc t ion de NO. L* invention concerne 
enfin 1 ' uti 1 isation de ces anticorps pour la detection de 
composes nitrosyles et le diagnostic des pathologies 
impliquant ces composes . 

Le monoxyde' d" azote, ci-apres designe aussi NO, 
est decrit comme etant la plus petite molecule elaboree 
par les cellules. D'abord assimile a 1 1 EDRF , il a ensuite 
ete reconnu comme neuromediateur , ' et serait le premier 
neurotransmetteur a activite retrograde, ainsi que comme 
molecule cy totoxique /cytos tatique . Du fait de sa forte 
reativite, le monoxyde d* azote est susceptible de reagir 
avec un grand nombre de molecules pour former des 
conjugues possedant de multiples fonctions et participer 
ainsi a des nombreux mecanismes physiologiques et 
physiopathologiques . 

Le monoxyde d ' azote, produit en grande quantite 
ou de fagon inadequate est implique dans un grand nombre 
de • mecanismes physiopathologiques, comme les infections, 
les chocs septiques, les maladies degenerat ives' et 
autoimmunes, les rejets de greffe, et son action est 
souvent relayee par celle de ses derives et conjugues. 
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Ainsi 1- albumin, nitrosylee PossMe une activite 
pensive. expU^ t la au.ee d- action do HO. - - ~ ; 

. - ^anf pt-p decrite coirane agissant 

la nitrohemoglobme a recen>ment ete 

sur la vasodilatation. 

Afrn de paUer les effete nefastes de la 
production en grande quantite ou de facon inadequate du NO 
P propose dans l'art anterieur 

ou de ses con^ugues. il a et. prop 

a.utilrser des rnnibiteurs de 1 ' enzyme NO-synthas^ On a 
obse rve coutefois que =es innibiteurs ne .on . pas if. 
sur aes molecules deja forces et qu en outre leur 
oistribution dans 1 • organi sme et ieur toxicrle latent 

le ur inv . ntien vise pr4 cis,ment a pallet 

ces .noonvenients en proposant aes molecules biolo^qu" 
agrssant selectivement sur les peonies transport le 
monoxyde d' azote. 

En outre , la aitection ae substances nytrosylees 
permettrait de reveler des molecules ou tissus ■ cibles 
implioues dans les pathologies citees preceaemment. II a 
Z ainsi et, propose aans l'art anterieur des 
anticorps anti-nitrotyrosine pour mettre en evroence la 
" osin: nitree. qui est .le marqueur de la 
peroxynitrite. resultant de la reaction entre anron 
superoxyde 02'. avec NO, dans de nombreuses patho ogres. 

La presente invention vise aussi a fournrr de 
nouveaux moyens de detection de molecules nitrosylees 
utiles pour le diagnostic de pathologres rmplrquant 
celles-ci . 
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Ces buts sont attaints selon 1 • invention grace a 
des anticorps purif.es reconnaissant specif ique^ent une 
Dro teme nitrosylee, et avantageuse.ent des compose 
iesultant de la conjugaison de N 0 avec ses transport eur.s 
plLi-ceux-ci, I' invention concerne tout particuliere.ent 

nuri fies diriges centre les albumxnes 
des anticorps purines ainges. 

nitrosyles, On entend dans ce qui surt par proterne 
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nitrosylee, egalement les peptides et polypeptides 
nitrosyles et plus generalement tout conjugues antigenique 
nitrosile . 

Les anticorps de 1' invention presenters de 
nombreux avantages, notamment en ce qui concerne leur 
rapidite d'action et leur efficacite sur des molecules 
nytrosy lees . de ja formees' en actives. En outre, leur 
capacite de diffusion dans un organisme est limitee aux 
proprietes physicochimiques des inurmnoglobulines . Outre 
leur efficacite, les anticorps de 1 ' invention presentent 
I'avantage d'etre'tres specif iques et non toxiques . 

Les anticorps sont des macromolecules elaborees 
par les organismes en reponse a la presence d ' une 
substance etrangere. Des anticorps d'origine animale ont 
ete utilises de longue date en therapeutique humaine . Par 
exemple, le serum de cheval a ete utilise comme anticorps 
anti tetanique apres immunisation de celui-ci par la toxine 
tetanique. 

Les travaux " de recherche ayant conduit a la 
presente invention ont debute par 1 1 induction d' anticorps 
polyclonaux diriges contre une . proteine nitrosylee, 
normalement plus' stable in Vivo qu'un acide amine 
nitrosyle. En outre, les differentes reponses immunes ont 
ete etudiees en modifiant non seulement les epitopes et 
leur presentation mais aussi I'espece animale. L' invention 
concerne egalement un ensemble d' anticorps polyclonaux 
precedents obtenus en injectant a un animal un immunogene 
decrit ci-apres. Puis, dans un second temps, des anticorps 
monoclonaux ont ete prepares selon les methodes classiques 
de fusion cellulaire. 

NO possede une grande affinite pour la cysteine 
et la tyrosine et en s'y fixant. 11 est implique dans des 
multiples fonctions ' qui pourraient etre liees" ' a des 
processus de transport, de stockage, et finalement de 
relargage de NO' au niveau de ses sites d'action. 
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D es ant.corps polyclonal et monoclonaux ont ete 
Valises en utilisant differentes molecules antigen.ques 
L l trosyl ees Pour les rendre immunogenics, les acxdes 
mtrosylees coup les a des protemes 

amin , s .aptenes ] £J£^ ^ di££4r . nt . agents 

por \ e ;rs s r:; £1 i-, ^ i. ia P iu £ - 

rrnre- d A ;; S la Sm a. stoc*e et t rans P orte le ,O s e V l a 
M m on,e ,ue ceue -^^^ 

— et Cette propri^ de £ — 

io Kin est elevee. Les uavdUA ^ 

es Xnventeurs « rapporees ci-ap^, ont .P--^£ 
Sparer des ant.corps po ly at mono-clonaux drrrge centre 
„ des conjugues da NO et da residua d'acrde ammes. la 

cysteine la tyrosine et la tryptophane, eux-memes couples 
cysteine. y albumine humsrne ou 

, a una proteme porteuse. la 

les anticorps specifies da la 
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bovine. Puis, les anu^k-- — - - # 

i rmt- ete selectronnes et ont ete 

albumine rutrosylee ont ete se p des 

til-ises pour reconnaltre et neutralxser certa.nes _ 



nroorietes de ce conjugue in vitro. 

En synthetisant plusiaurs formes d • — ■ 
1.. Inventeurs ont montre cue cas composes .one 
uffisa^ent stables pour induira una reponse _ at 
„ que calle-ci est specifrquement dirigee contra J ^epitope 
" nitrosyle correspondant . La possible d - «• 

anticorps et 1 • intervention de nrtrosotbro s et de 
cysteine dans les mecanismes de vasodilatation Ugnarro et 
,1 1981). ont amen6 les Inventeurs a rechercher 
,0 ^existence da derives nitrosyles in vrtro et in vivo at a 

bloguer leurs effets. 

L ' invention concerne aussi les immunogenes pour 

H-«n ri^s anticoros definis ci-dessus. Ces 
la preparation des an.ticoxu . ^ 

„ immunogenes sont constitues d ■ un acrde amrne nrtrosyle 

couple a une protaine porteuse. La syntbesa de ces 
immunogenes est realisee par example en couplant 1 baptene 
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L-tyrosine (Tyr) ou L-cys teine-N-acetylee (Cys) a une 
proceine porteuse telles que la serum albumine bovine 
(SAB) ou la serum albumine humaine ( SAH ) par la 
carbodiimide . Puis, les conjugues obtenus sont nitrosyles 
par un donneur de NO comme le nitrite de sodium (NaN02) en 
milieu acide. L ' utilisation de differents agents couplants 
eels que la carbodiimide, le glutaralgehyde (G) ou 
1' anhydride succinique (AS), et de . proteines , peptides ou 
polypeptides porteurs distincts, permet d'obtenir des 

"epitopes associes, a la ni trosylat ion de conformation 

" di f ferente . 

Ces immunogenes peuvent egalement etre 
conscitues d 4 une "proteine dont la sequence possede un 
residu d'acide .amine capable d'etre nitrosyle comme 
1 ' albumine qui possede une cysteine. 

Dans les immunogenes de 1' invention ci-de.ssus, 
on entend par proteine porteuse egalement les peptides et 
polypeptides. 

Les conjugues nitrosyles suivants ont ete 
prepares dans le cadre de 1 ' invention : NO-Tyr-SAB; 
NO-Cys (acetylee) -SAB; NO-Cys (non acetylee ) -SAB ; NO-Tyr-G- 
SAB; NO-Cys-G-SAB; ■ NO - Tyr - S A- SAB ; NO-Cys-SA- SAB ; 
NO-Tryp-SAB; NO-Tryp-G- SAB ; NO -SAB. La preparation de ces 
antigenes nitrosyles a permis le developpement d'anticorps 
polyclonaux et monoclonaux • qui ont servi a la detection de 
la ni trosylation de molecules de 1 ' organisme (SAB) ou 
d' agents pathogenes et a la neutralisation de . leur 
activite. La production d • Ac .specif iquement diriges contre 
des immunogenes portant un epitope nitrosyle est 
delicate, car de nombreux couplages de differentes petites 
molecules a des proteines porteuses se sont . reveles 
efficaces chez une espece animale et pas chez une autre. 
Ceci a ete remarque lors de la .modification de la 
presentation de l'antigene. Chez le lapin par exemple, 
deux immunogenes se sont reveles efficaces, le 
NO-Cys (acetylee) -SAB et le NO -Tyr -SAB, ou 1 ' agent couplant 
utilise est la carbodiimide. L ' elaboration de ces serums 
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immuns de lapin a permis d ■ entreprendre le developpement 
d" anticorps monoclonaux murins . La realisation de ceux-ci 
a cout d'abord necessite la production des Ac polyclonaux 
chez la souris. ou seul . le couplage au glutaraldehyde a 
pe-mis d'obtenir de bons resultats. Ces derniers ont ete 
bbtenus uniquement lors de 1 • utilisation de 1 ' immunogene 
NO-Cys-G-SAB. Pour les autres conjugues, les reponses 
obtenues n ■ ont pas ete specif iques del' epitope nitrosyle. 
En consequence, la presentation de 1 ' immunogene in vivo, 
esc un element determinant pour stimuler .la reponse 
immunitaire. et obtenir. une approche reussie contre des 
petices molecules nitrosylees. 

Les travaux de recherche realises par les 
inventeurs ont permis de mettre en evidence des activites 
portees par des molecules nitrosylees et de les 
neutraliser grace a la realisation d" anticorps diriges 
contre des epitopes nitrosyles. En consequence 1 ' invention 
concerne les compositions pharmaceut iques comprenant comme 
prxncipe actif un anticorps de 1 ' invention avantageusement 
disperse dans un vehicule ou des excipients 
pharmaceutiquement acceptables . L ' invention concerne aussi 
1' utilisation des anticorps de 1 1 invention pour la 
preparation de medicaments destines a traiter ou prevenir 
des" pathologies dans lesquelles NO, ses derives ou 
conjugues sont impliques, comme les infections par des 
• microorganismes et des parasites, les maladies autoimmunes 
et inflammatoires, le choc septique, les cancers, le rejet 
de greffe, la neurotoxic! te ,.. . La surproduction.de 
••NO-lie" serait responsable de 1'effet deletere du NO dans 
certaihes pathologies, et pourrait done etre neutralist 
par les anticorps de 1 ' invention avantageusement et 

prealablement humanises. 

Les Inventeurs ont en effet mis en evidence in 
vivo le role de NO dans le developpement des maladies 
autoimmunes et inflammatoires. Jusqu'a present, les 
mhibiteurs de la NO-synthase constituent les molecules 



WO 98/29452 




CT7FR97/02412 



les plus utilisees pour le blocage de 1 'activite de NO 
dans des conditions pa thologiques donnees . Les travaux 
realises dans le cadre de la presente sur deux maladies 
exper imentales : 1 ' encephal i te autoimmune et 1'arthrite 
inf lammatoire exper imental es chez la ratte Lewis, ont 
permis de montrer I'utilite des anticorps de 1 ' invention 
comme inhibiteurs de I'effet nocif de NO ou de ses derives 

Les anticorps de 1 ' invention sont extrement 
utiles sur les plans, physiologiques et physiopathologiques 
tant pour des applications t her apeu t i qu e s que 
diagnbstiques. lis permettent en effet de detecter la 
synthese de molecules portant des epitopes NO-cysteine et 
done d'elucider de nouveaux mecanismes et de traiter des 
affections faisant intervenir le monoxyde d' azote, ses 
derives et conjugues, notamment dans les situations ou 
1 ' on est confronte a une hyperproduct ion de NO, tels que 
les infections, les chocs, les inflammations aigues' ou 
chroniques (systemiques ou localisees) , les 
transplantations, les maladies degenera t ives , les 
diabetes, les maladies auto-immunes , les cancers, etc... 

Aussi, 1 1 invention concerne un procede de 
detection in vitro de proteines nitrosylees dans un 
echantillon biologique, comme un fluide ou un tissu, 
comprenant au moins les etapes suivantes : 

- la mise en contact de cet echantillon avec 
au moins un anticorps de '• 1 ' invention ou un ensemble de 
ces anticorps, eventuel 1 ement marques, dans des 
conditions permettaht la formation de complexes 
immunologiques ; 

- la detection d'un complexe immunologique 
ant igene-an t icorps par des methodes physiques ou 
chimiques . 

L' invention concerne aussi un kit pour la 
detection in vitro de proteines nitrosylees dans un 
echantillon biologique, notamment pour le diagnostic de 
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pathologie impliquant le NO, ses derives et conjugues. 

Ce kit comprend : 

- au moins un anticorps de 1 • invention ou un 
ensemble de ces anticorps eventuellement marques; 

- des reactifs pour la constitution d ' un 
milieu propice a la reaction immunologique entre ledit 
anticorps et les proteines nitrosylees eventuellement 
presentes dans un echantillon biologique; 

eventuellement un ou plusieurs reactifs de 
detection eventuellement marques aptes a reagir avec les 
complexes irnmunologiques eventuellement formes ; 

- eventuellement un ou plusieurs reactifs 
biologiques de reference et de controle. 

D'autres avantages et caracteris tiques de 
i ' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 

concernant : 

- la caracterisation et les fonctions de NO; 

- la preparation d' anticorps polyclonaux diriges 
contre des conjugues nitrosyles; 

- la detection et neutralisation de derives de 
no par les anticorps polyclonaux; 

- la preparation d' anticorps monoclonaux diriges 
contre des conjugues NO-cys-glutaraldehyde couples a une 

proteine porteuse; 

- La detection d'antigenes nitrosyles et le role 

protecteur des anticorps monoclonaux. 

j _ rARACTERT SATIOJ3 FONCTI O Kiq DU MONOXYDE 

D ■ AZOTE . . 

Le monoxyde d' azote ou oxyde nitrique est un gaz 
diatomique radicalaire. Il est produit enzymatiquement par 
plusieurs isoformes de 1 1 enzyme NO-synthase. La synthese 
de NO a lieu dans de nombreux types cellulaires . Ceci 
explique en partie, son implication dans une tres large 
variete de fonctions biologiques (Moncada et al . . 1991; 



WO 98/29452 



9 



T/FR97/02412 



Knowles et Moncada, 1992; Lowenstein et Snyder, 1992; 
Naihan ( 1992; Stamler ec al . , 1992a). 

a ) La svnthese de NO : 

La formation de NO se fait: par oxydation de la 
L-arginine au niveau de 1 ' azote terminal de la fonction 
guanidine. La production de NO a partir de l'arginine 
entrame la formation simultanee de L-citrulline (Marietta 
et al, , 1988). L'oxydation de la L-arginine est controlee 
par la NOS et necessite la presence de 1 ' oxygene 
moleculaire et de cofacteurs tels que la flavine adenine 
dinucleotide (FAD) , le flavine mononucleotide (FMN) , la 
t etrahydrobiopterine' ( BH4 ) , le nicotinamide adenine 
dinucleotide .phosphate (NADPH) (Marietta, 1993; 1994). 

b) Les differentes formes de NO-svnthase (NOS) : 
Plusieurs types de NOS ont ete clones et classes 

en deux families distinctes: les NOS dites consti tutives 
(cNOS) et les NOS indue tibles (iNOS) . 

Une difference fondamentale entre ces isoformes 
concerne l'activite NOsynthase ' in situ (Bredt et al . , 
1991; Moncada et al . , 1991; Hevel et Marietta, 1992; Lamas 
et al. , 1992; Nathan, 1992): Les cNOS sont calcium 
/calmoduline dependantes et produisent de faibles 
quantites de NO (picomoles /min/mg proteine) sur des 
periodes breves en 'reponse a l'activation de recepteurs 
dans des conditions physiologiques (Stuehr et Griffith, 
1992). Ces enzymes sont generalement trouvees dans les 
cellules endotheliales , les neurones, les astrocytes, les 
plaquettes, les polynucleaires neutrophiles et les glandes 
surrenales (Moncada et al. ( 1991; Lacaze-Masmonteil , 1992; 
Nussler et al . , 1995) . Les iNOS sont calcium / calmoduline 
independantes . Elles sont induites par des cellules 
immunocompetentes , pr inc ipalemen t par 1 1 intermediaire de 
cytokines, et de nombreuses autres molecules, en 
particulier derivees de microorganismes (Moncada et al . , 
1991) . La stimulation des iNOS entraine la synthese de 
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nt-Aci de NO (nanoraoles/min/mg proteine) 
grandes quantites de nu u 

pendant de longues periodes (Nathan et Xie. 1994). Ces 
Ten roes de NO sont responsables des phenornenes 
decn^rges de rrouve ces iNOS dans les 

cytostatics et cytotoxiques . On trouve i 

les cellules musculaires. les 
macrophages actives, les cell 

les tibroblastes, les astrocytes, 
hepatocytes, les ,l cellules end otheliales 

polynucleaires neutrophils e. les cellui 

(Stuehr et Griffith, 1992; Marietta. 1993; Anggaid 1994). 
( che2 1-honune. une iNOS a ete mise en evidence 

dans les' hepatocytes et les cellules musculaires lisses de 
taorte (Cellar et al . , 1993), dans les chondrocytes 

(Palmer et al . , 1993 ). les heratmocytes " ^ 

iqQ*3\ et les llots ae 
1992 ) les astrocytes (Lee et al . , 1993) 

' . -i . inter leukme 1 

uog^rhans ou 1' induction de la NOS par rncer 

(IL-1) pourrait participer a la destruction oe 

ellu es (Corbett et al . , 1993,. Plus receipt, une 
; auction de NO a ete m rse en evidence dans !« ^ — - 
Lains par un ^ecanis.e de transduction r.plro.uant le 
CD23 (Dugas et al . , 1995). 

t.^q yihi b iteuxs ^ p N0S : 
D e nombreuses arginines N-substituees dnt ete 
eyntnetisees co^e inhibiteurs specifics des N OS par^r 
les^eiles, la N co «t h yl-Larginine (flMKA) ^ 
' bon innibiceur des trois isofor.es et la Nco-nrtro 
L -ar 3 inine g u.i est plus active sur COS .Stuebr 
Griffith. 1992,. L,a ra inoguanidine est ^"""J^ 
iN0 S (Misko et al.. 1993,. P'autres 

moq ont ete recemment mis en 
differentes isoformes des NOS ont ete 

evidence tels que la thiocitrulline (Southan et al . . 
. et le 7-nitro-indazole (Mayer et al . , 1994). 

Tp eMmje et la b^ghimie de NO j. 
Le monoxyde d' azote, concrairement a la plupart 
des radicaux libres. ne se dimerise et ne se dispute 
Sa reactivite depend essent iellement de ses ""P*" 6 " » 
ceder son electron celibataire a d'autres radicaux (ion 
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superoxyde-, radical tyrosyl , etc.) ou a des especes 
suseeptibles d'intervenir dans des reactions radicalaires 
(oxygene moleculaire, thiols, phenols, etc.) ou encore aux 
metaux de transition avides d'electrons (fer, cuivre. . . ) 
(Stamler et al . , 1992a). NO est soit complexe, soit 
transforme en ion nitrosonium NO+ . Le ■ potentiel- 
d ' oxydo-reduct ion du milieu environnant est determinant 
pour le devenir de NO en N0 + et NO"". Cependant , 
1 'existence de ces deux ions n'a jamais ete demontre dans 
les milieux physiologiques . 

- Reaction de NO avec 1 ' oxvoene : 

NO est oxyde en nitrite ' (N02~) en presence 
d ' oxygene (Farkas et Menzel , 1995). Sa duree de vie In 
vivo depend essent iellement de cette reactivite avec 
1 ' oxygene . A l'etat gazeux, il se forme le dioxyde d' azote 
radicalaire (N02°) . qui se dimerise en N2O4 et qui se 
dissout dans l'eau en donnant les acides nitreux et 
nitrique. A l'etat dissous et a pH 7,4, le melange de NO° 
et d' oxygene ne genere que N02~, mais pas de nitrate, avec 
la stoechiometrie suivante: 

4NO + 02 + 2H20 --> 4HN02 ~> 4H+ + 4N02 

- Reaction avec 1' anion superoxvde : 

Les derives de 1' oxygene, 1 ' ion superoxyde 
(02 ) , le radical hydroxyl (HO ) et l'eau oxygenee (H2O2), 
sont generes dans .des processus metaboliques normaux. et 
pathologiques . Simul tanement a NO, 1 ' ion superoxyde 0^~, 
produit par la NADPH oxydase, est secrete par divers 
tissus en particulier lors d ' inflammations ou de chocs 
septiques . Le couplage des radicaux NO et donne du 

peroxynitrite avec une constante de reaction de 6,7 x 10 9 
mol ~ 1 L s"l . 

En fait, la constante de reaction de la SOD avec 
O2 etant de (2 x 10 9 mol" 1 L s"l) NO et la superoxyde 
dismutase (SOD) sont en competition pour pieger O2 
(Koppenolet al . , 1992). Le peroxynitrite peut aussi se 
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former par la reaction de N0 2 " avec H 2 0 2 ou de 1 ' anion 
nitroxyle (N0~ ) avec 1 ' oxygene (Fontecave et Pierre, 1994; 
Butler et al . , 1995) : 
NO + 02 ~ 

N02" + H 2 02 =======> O=N-O-0 > N03" 

NO" + 0 2 

- Reaction avec 1e pero xvde d'hvdroqene: 
H2O2 peut reagir directement avec NO. Sa 
concentration dans les milieux biologigues est super ieure 
a celle de 0 2 ~ (Fontecave et Pierre, 1994). La reaction 
ne donne pas ONOO" mais de 1 ' oxygene singulet ( 1 0 2 ) 
detectable par chimioluminescence : 

2N0 + H2O2 > 1q 2 + "20 + N 2 0 

Cet oxygene singulet forme est tres reactif et 
peut participer a la destruction cellulaire et a des , 
processus inf lamma toires pendant 1 ' activation des 
macrophages. 

Reaction avec les thiols: 

Les thionitrites, telle que la S-ni trosocysteine 
ou la nitrosoalbumine, de duree de vie superieure a celle 
de NO, seraient les composes susceptibles de le 
transporter depuis la NOS jusqu'a la cible de NO. 

Les thionitrites ■ peuvent se former par 
nitrosylation a partir de thiols libres presents dans le 
cytosol cellulaire et le sang (Girard et Potier , 1993). La 
formation de thionitrites a la suite de 1 ' activation de la 
NOS in vivo a ete souvent decrite : elle pourrait jouer un 
role dans la modulation de certaines activites 
enzymatiques ainsi que dans le transport de NO. 

De nombreux travaux ont mis en evidence la 
nitrosylation de groupement SH libre de la cysteine libre 
ou de la serum albumine bovine (Cys 34). Recemment. il- a 
ete demontre que le NO libere dans un systeme biologique 
reagit en presence de thiols pour former des derives 
S-nitrosoproteines. En effet, les proteines . plasmat iques 
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servant de reservoir de NO produit par les cellules 
endothelials (Stamler et al . , 1992b). 

Chez 1'homme, le plasma contient environ 7 M 
S-nitrosothiols dont 96% sont sous la forme de 
S-nitrosoproteines ( parmi lesquelles on trouve 82% de 3- 
ni troso-serum-albumine (Stamler et al. , 1992b). La 
concentration plasmat ique des " thiols est de 0,5 ml^ et la 
concentration plasmatique de NO est de 3 nM (Stamler et 
al., 1992b). Le NO libre a une demi-vie de quelques 
secondes a quelques minutes (Kelm et Schrader , 1990) . Dans 
le plasma, sous la forme SNO-Cys ou S-NO-proteine, il a 
une demi-vie plus elevee, r espectivemen t 10 et 40 min 
(Ignarro et - al., .1981; Ignarro, 1989; Stamler et al. , 
1992c). Dans un tampon phosphate a pH 7,4 a 25 C, NO-SAB a 
une demi-vie d'environ 24 heures (Stamler et al . / 1981, 
•' 1992c, d) qui passe a 12 heures a 37 C (Stamler et al . , 
1992c). Dans ces memes . conditions , NO et S-ni trosocysteine 
ont respecLivement une demi-vie de 0,1-1 s (Kelm et 
Schrader, 1990) et 15-30 s (Ignarro et al . , 1981). 

In vitro, le traitement des thiols en milieu 
acide avec un agent nitrosant tel que NaN02 , donne la 
reaction suivante (Fontecave et Pierre, 1994):- 

NaN02, 

RSH > R 1 SNO (nitrosothiol ) 

HCl 

Le nitrosothiol forme peut transferer NO a un 
second thiol ou un autre nucleophile par un mecanisme de 
transnitrosylation (Butler et al. ( 1995): 

R 1 SNO + R 2 S~ -> R 1 S" + R 2 SNO 

- Reaction avec la seru m albumine ; 

A pH 7 , NO ne reagit pas directement avec les 
thiols pour donner les ni trosothiols mais la formation de 
ces derr.ie.rs est observee en milieu oxygene . Des donnees 
recentes montrent que pour des thiols de faible. poi-ds 
moleculaire (N-acety 1 -Cys , glutathion, . . ) , 1 1 agent 
mirosant essentiel est le N2O3 (Kharitovov et al. , 1995) 
selon les reactions suivantes: 
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2NO + 02 > 2N °2 

• N02 + NO -> N2O3 

N2O3 + H 2 0 > 2H + + 2N0 2 ~ 

N 2 03 + RSH > H+ + N02 - + RSNO 

En revanche, dans le cas des deux proteines 
serum albumine humaine et bovine la situation est 
difference car la vitesse de la reaction est 10 fois 
moindre que celle des thiols de faible poids moleculaire 
(3-1.5 x 1CP M" 1 s" 1 . contre 0,3-0.06 x 10^ n~l s" 1 ). Leur 
nitrosylation par le N 2 0 3 n'est. done pas significative. 
Keaney et al . , (1993) suggeraient la possibility de la 
nitrosylation de la SAH par sa reaction avec le NO + qui 
pourrait etre forme a la suite de la reaction de NO avec 
les Fe 2 + des hemopr oteines telle que 1 ' hemoglobine 
. (Kharitonov et al . , 1995): 

Hb + + NO > Hb + N0 + 

- Reaction avec la tyrosine : 

La tyrosine possedant un groupement aromatique, 
la nitrosylation se fait par transfert.de charges entre 
NO + et ce groupe aromatique donneur d'un electron : 

Ar-N0 + <========> Ar +• NO (Stamler et al . , 

1992a) . 

Cette reaction peut avoir lieu au niveau d ' une 
proteine contenant un acide amine radicalaire au niveau de 
son site actif. Tel est le cas de la ribonucleotide 
reductase (Fontecave et Pierre, 1994). Au niveau de la 
sous-unite R2 de cette enzyme, il y a un radical tyrosyl 
stable qui est essentiel pour l'activite enzymatique. La 
reaction reveresible de ce radical avec NO peut expliquer 
en partie le mecanisme regulateur de ce dernier au niveau 
de 1 ' enzyme . 

- Reaction avec les met.aux de transition — :_' 
De nombreuses cibles de NO se sont revelees etre 
les metalloproteines. En effet, NO peut se fixer a tous 
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les metaux de transition. De ce fait, il est utilise comme 
inhibiteur des proteines du transport et du metabolisme de 
1 ' oxygene : hemoglobine , myoglobine, oxydases, oxygenases, 
etc... L'affinite de NO est generalement beaucoup plus 
forte pour Fe 2+ que pour Fe 3+ . NO se fixe aussi au Co 2 * 
dans plusieurs de ses etats d'oxydation, en a Mn 2+ et 
Cu 2+ . NO peut agir aussi comme reducteur vis-a-vis de 
certaines metalloproteines (Henry et al. ( 1991; Stamler et 
al., 1992a; Traylor et Sharma, 1992; Kenry et al . , 1993). 

e) Les roles phvsioloaiaues et oa tholoaiaues de 

NO : 

- Role de NO dans le svsteme cardiovasculaire : 
Des 1980, Furchgott et Zawadski ont observe que 
la relaxation des arteres isolees soumises a 1 ' action de 
1 * acetylcholine depend de 1 * endothelium (Furchgott et 
Zawadski, 1980). lis en ont deduit I'existence d 1 un 
facteur fugace appele "endothelium derived relaxing 
factor" (EDRF) , secrete par les cellules endotheliales 
traitees a 1 ' acetylcholine ou a la bradykinine , entrainant 
1' elongation des cellules musculaires lisses adjacentes. 
Sa nature chimigue, n'a ete reconnue qu'en 19 87 par Palmer 
et Moncada (Palmer et al . , 1987, 1988; Ignarro et 
al. . 1987) . 

Outre 1' action EDRF, NO radicalaire possede un 
effet sur les plaquettes: 1 ' augmentation de GMPc sous son 
-controle provogue une diminution de l'agregation et de 
1" adhesion plaquet taires (Radomski et al . , 1987). Chez 
l'homme NO est utilise sur le plan therapeu t ique : la 
molsidomine par exemple constitue un donneur de NO utilise 
comme agent vasodilatateur dans le traitement d'un certain 
nornbre d ' af fee t ions cardiovasculaires ; 

NO est aussi directement utilise en inhalation 
sous forme gazeuse a la dose de 10 a 40 p. p. m. dans 
certains services de reanimation, dans le but de provoquer 
une vasodilatation de la circulation pulmonaire, et done 
d'ameliorer les echanges gazeux respiratoires , dans le 
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cadre du traitement de patients atteints d ■ hypertension 
arterielle pulmonaire severe ou de syndrome de detresse 
respiratoire aigu de l'adulte (ARDS) (Pepke-Zaba et al . . 

1991; Falke et al . , 1991) - 
5 ; Production ma ssive, de NO — :_ 

Un exces de production de NO peut avoir des 
consequences nocives visa-vis du systeme cardiovasculaire . 
Dans le choc septique par example, il y a secretion 
massive de NO rion seulement par les cellules endothelials 
10 mais aussi par les mastocytes, les fibres musculaires 

lisses. les leucocytes et les cellules renales. Cette 
. liberation importante de NO est due a 1 ' induction de la 
iNOS (Anggard, 1994). L'exces de NO synthetise est 
responsable de 1 ■ hypotension , de 1 ■ hyporeac t i vi t e 
15 vasculaire et de la depression myocardique (Lancaster, 

1992) dans le choc septique experimental a endotoxine, ou 
cytokines (Kilbourn et al . , 1990; Reed et al.,1990; 
Thiemermann et Vane. 1990; Gray et al . , 1991; Vallance et 
Moncada, 1993) et peut provoquer une destruction 
20 tissulaire (Palmer et al . , 1992). 

Chez l'homme, il a ete demontre que 
1 'utilisation de NMMA chez des patients presentant un choc 
septique provoque une augmentation dose dependante de la 
pression arterielle (Petros et al . . 1994). Ces resultats 
25 indiquent la contribution de NO dans des changements au 

■ niveau cardiovasculaire et suggerent un role eventuel des 
inhibiteurs de la NOS dans la therapie du choc septique. 
Production diminuee de NO 
Un defaut de production de NO pourrait etre a 
30 l'origine de certaines elevations tensionnelles . Ainsi, 

chez le rat genetiquement hypertendu, sensible au sel 
(rats Dahl), 1 ' administration de L-arginine abaisse la 
pression arterielle (Chen et Sanders, 1991). Cette 
diminution de la pression arterielle peut etre la 
35 consequence de la stimulation de la production de NO. 

Dans les modeles experimental d ■ atherosclerose . 
il a ete demontre une reduction de la liberation de NO par 
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1 • endothelium vasculaire chez les lapins (Coene et al . , 
1985). II est possible que la destruction de 
1 'endothelium, notamment par 1 ' a therosclerose , entraine 
une incapacity a synthetiser correctement du NO, avec pour 
consequence une diminution de la vasorelaxation et, peut 
etre, ' un effet permissif sur la proliferation cellulaire. 

Ainsi, 1 ' hypertension ou d'autres troubles de la 
pression sanguine pourrait provenir d'une production 
anormale .de NO. Il s ' avere maintenant que la reponse • 
vasodilatatrice dependante de 1 ' endothelium est diminuee 
dans les modeles animaux d ' hypertension , ainsi qu'en cas 
d'aiherosclerose et de maladie coronarienne chez 1 ' homme . 

- Role de NO dans le svsteme nerveux : 
Produit sous 1' influence de la stimulation des 
recepteurs de type NMDA presynapt iques par le glutamate, 
et agissant par 1 ' intermediaire de 1 ' augmentation du taux 
mtraneuronal postsynapt ique de GMPc - (Green et al . , 1991), 
.NO exerce, aussi bien chez le murin que chez 1 ' homme , une 
action de signal dans le systeme nerveux, non seulement 
central (Bredt et Snyder, 1989), mais aussi per ipher ique . 

En neurophysiologie NO est maintenant considere 
comme un messager biologique (Garthwaite, 1991) ou un 
messager retrograde (Barinaga, 1991; Feldman et al . , 
1993). 11 pourrait avoir un role dans la potentialisat ion 
"a long terme { PLT) dans 1 ' hippo campe . La PLT est un 
phenomene qui correspond a une augmentation particuliere 
de l'efficacite de la transmission synaptique favorisant 
ainsi la memorisation. Ceci indique une implication de la 
production de NO dans certaines formes d ' apprent issages 
dependant de 1 ' hippocampe (Bredt et Snyder , . 1990 ; Bredt et 
al., 1991; Zhuo-et al . , 1993). 

II constitue un neur o t r ansme t t eur non 
cholinergique , non adr ener gique , et mediateur de la 
relaxation du tube digestif (Desai et al. ( 1991); et 
participe aussi bien au controle neuronal du . tonus 
vasculaire cerebral (Beckman, 1991), ou de 1 1 erection 
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(Rajfer et al . . 1992)., qu'a celui de la secretion 
d'insuline par les cellules (3 des ilots de Langerhans 

(Schmidf et al . , 1992) . 

Par ailleurs, NO est implique dans des processus 
5 de destruction du'cerveau, apres des chocs aigus, tels que 

1 1 ischemie-hypoxie (Moncada et al . , 1991; Snyder et Bredt, 
1992; Choi, 1993) . Le NO forme au cours de l'ischemie 
serait neurotoxique par plusieurs mecanismes . Le NO reagit 
avec les ions superoxydes pour former des peroxyni tri tes 
10 qui initient la peroxydation lipidique (Beckman, 1990). Le 

NO est capable de bloquer la respiration mi tochondr iale 
(Drapier et al., 1988) et d ' inhiber la synthese d ' ADN 
(Kwon et al., 1993). En plus de ces effets cytotoxiques 
directs, NO exercerait un effet en favorisant la 
15 liberation de glutamate survenant au cours de 1 1 ischemis 

(Buisson et al . , 1993) ce qui declenche une entree d'ions 
calcium qui se lient a la calmoduline, conduisant a 
1 ' activation de la NOS. Le NO produit diffuse a travers 
les membranes cellulaires et parvient aux cellules cibles 
20 ou il se lie a 1 1 atome de fer du site actif de la 

guanylate cyclase soluble. Celle-ci produit alors le GMPc . 
De plus, NO libere peut agir au niveau pre-synapt ique ou 
il facilite la iiberation de /glutamate : 

Cependant, il a ete demontre in vitro que 
25 1' addition directe de NO ou de molecules liberant NO sur 

des cultures de neurones, bloque 1' activation des 
recepteurs NMDA (Manzoni et al . , 1992). Ces observations 
ont conduit les auteurs a suggerer que le NO endogene 
synthetise par les neurones exerce une activite de 
30 retro-inhibition vis-a-vis des recepteurs NMDA. Ce 

retro-controle s* exercerait en diminuant la frequence 
d'ouverture des canaux associes aux recepteurs et par 
consequent en reduisant 1 1 influx calcique. Cet effet 
serait du a un blocage par le NO du site modulateur du 
35 recepteur NMDA (Lipton et al . , 1993). 
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- Role de NO dans le svsteme immuni taire ; 

Les premieres etudes du NO ont surtout montre sa 
toxicite. On pensait autrefois que les nitrates excretes 
par 1 ' honune etaient uniquement d'origine al imentaire . Or 
l'equipe de Tannenbaum observa en 1981 que des individus 
et des rats qui consommaient peu de nitrates alimentaires 
en excretaient neanmoins de grandes quantites. 
L ' alimentation n'etait • done pas la seule s.ource de 
nitrates. En outre, un sujet atteint de diarrhee 
infectieuse excretait beaucoup de nitrates urinaires: la 
formation de ces nitrates semblait liee au processus 
inf lammatoire . Plus recemment une equipe a observe que 
i' inject ion d-' endotoxine bacterienne stimulait 1' excretion 
de nitrates, chez le rat (Green et al . , 1981; Snyder et 
Bredc. 199.2) . 

En effet, NO intervient dans la - defense 
ant itumorale , en particulier dans les mecanismes de 
cytotoxicity medies par les . macrophages (Stuehr et 
Marietta, 1985; Hibbs et al.", 1987a, b; Drapier et al . , 
1988; Stuehr et Nathan , 1989 ; Keller et al.,1990). 

L* activation des macrophages peritoneaux murins, 
que se soit in vivo par des pathogenes a multiplication 
cellulaire tels que Mycobacterium bovis, ou in vitro par 
des cytokines en particulier 1 ' interf eron-gamma (l'lFN-y), 
les rend cytotoxiques pour les cellules tumorales cibles, 
les mecanismes de cytotoxicity mis en j eu ne passant pas 
par des processus de phagocytose. II a ete demontre 
ensuite que ces macrophages actives expriment la iNOS et 
synthetisent du NO3" (Stuehr et Marietta, 1987a) et du 
N02~ en reponse a une stimulation par 1 1 IFN-y, seul ou en 
combinaison avec le lipopolysaccharide (LPS) ou avec le 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) (Stuehr et Marietta 
1987a, b; Ding et al., 1988). Ainsi, la cytotoxicity des 
macrophages actives contre des cellules tumorales a ete 
etablie (Hibbs et al. , 1987b) comme dependante de la 
concentration en L-arginine. Ces auteurs montrent aussi 
que les macrophages actives synthetisent la L-citrulline 
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ec le NO2" a partir de l'arginine et que le L-NMMA inhibe 
la synthese de ces deux produits ainsi que 1 ' expression de 
la cytotoxicity (Hibbs et al. ( 1987b). 

Le r6le de NO comme mediateur de la cytotoxicity 
a ete initialement demontre (Hibbs et al., 1988)/' et la 
voie metabolique de la L-arginine a ete consideree comme 
un mecanisme de defense important centre les 
microorganismes intra- et ext racellulair es , parasites, 
bacteries, et champignons (Hibbs et al . , 1990). 

NO agit sur ces ci'bles en particulier en se 
liant aux centres fer-soufre des proteines (Drapier et 
al., 1991; Feldman et al . , 1993). On note aussi qu'une 
perte massive de f er int r ace 1 lulair e est une cause 
possible de la lyse des cellules tumorales induite par les 
macrophages actives. NO semble agir sur le site actif de 
dif ferentes enzymes intervenant aussi bien dans la 
replication de 1 ' ADN (ribonucleotides reductase, RNR) 
(Lepoivre et al . , 1990) que dans le cycle des acides 
citriques (aconitase) (Drapier et Hibbs, 1986) ou dans la 
respiration mitochondriale (complexes I et II de la chaine 
de transport d' electrons) (Granger et Lehninger, 1982; 
Drapier et Hibbs, 1988). Des etudes par resonance 
paramagnetique electronique ( RPE ) ont montre que NO 
perturbe la configuration spatiale de structures 
•fer-soufre de certaines enzymes, en formant des complexes 
f er-nitrosyle (NO-Fe-SR) , ce qui . aurait pour ef fet 
d'inhiber 1 ' activite enzymatique (Drapier et Hibbs, 1988; 
Lancaster, 1990; Pellat, 1990; Drapier, 1991). Ce 
phenomene intervient pour des quantites elevees de NO, 
produit pendant plusieurs heures. On note que la 
production de NO peut etre aussi induite dans les cellules 
cibles elles-memes, par exemple, au moment d'une 
autodestruction des cellules tumorales, ou autotoxicite de 
bacterie (Heiss et al . , 1994). 

Dans le mecanisme d 1 action de 1'effet anti- 
infectieux, il a aussi ete demontre que NO pouvait reagir 
avec l'oxygene et produire differents toxiques tels que le 
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radical hydroxy 1 (OH) ou le dioxyde d' azote (NO2 ) 
(Stamler et al . , 1992a). L'ion peroxyni trite , l'un des 
plus oxydants et des plus cytotoxiques des derives de NO, 
est maintenant propose comme principal mediateur de 
1'activite cytotoxique de NO. 11 in terviendrai t dans la 
nitration de residus tyrosines de certaines proteines 
cellulaires (Beckman et al. ( 1994a). On sait egalement que 
certains composes S-nitrosyles ( S-ni trosocys teine , 
S-ni trosoglutathion) , et des thionitrites donneurs de NO , 
peuvent etre puissamment microbicides , antiviraux ou 
anticancereux (Maul, 1993; Roy et al., 1995). 

II semble que NO ait ete recemment identifies 
chez le rat et la souris comme un des mediateurs de 
i ' immunosuppression due aux macrophages. Une concentration 
elevee en L-arginine intervient dans 1 1 acquisition du 
caractere suppresseur (Albina, 1989a, b; Hoffman et al. , 
1990; Mills, 1991). De plus, l 1 addition de NMMA augmente 
la proliferation des lymphocytes (Mills, 1991; Nussler et 
al., 1995). Ce role immunomodulateur du NO a ete confirme 
par d'autres equipes, en utilisant 1 * Hb (Albina et Henry, 
1991; Mills, 1991), ou 1 ' anticorps monoclonal anti-IFNy 
dans des co-cultures cellulaires macrophages-cellules 
spleniques (Albina et al . , 1991) afin d'induire la 
proliferation lymphocy tair e . Le NO inhiberait 
pref erentiellement la proliferation des lymphocytes Thl , 
et exercerait un retrocontrole de sa production. 

Dans certaines t r ypan o s omo s e s , ou 
1 ' immunosuppression est tres marquee', des macrophages 
exercent . une puissante activite suppressive par des 
mecanismes faisant intervenir les pros taglandines et NO 
(Schleifer, et Mansfield, 1993). 

- NO et Hemooroteines : 

Le NO se fixe a de nombreuses hemoproteines (Fe 
II) in vitro. II se fixe aussi parfois a leur forme 
ferrique (Henry et al . . 1991). D' autre part, lorsqu'il est 
inhale, NO est un gaz nocif du fait de sa liaison au fer 
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ferreux des hemoproteines (Boucher et al . , 1993; Rossaint 
et al., 1993). L'exemple le mieux connu est celui de 
1' hemoglobine. NO est capable de se fixer rapidemenc a- la 
desoxyhemoglobine (Hb [Fell] ) . pour former le complexe 
Hb[FeII]NO relativement stable (ti/2 = 12min) . En effet, 
l'af finite de NO pour la desoxyhemoglobine est 106 fois 
superieure' a celle de 1 ' oxygene . L ' oxyhemoglobin 

(Hb[FelI]02) . quand a elle, peut etre convertie par NO en 
methemoglobine (ti/2 = 20h) et en nitrate (Ducrocq et al . , 

1994 ) . 

Par ailleurs, 1 ' hemoglobine pourrait jouer un 
role de transporteur ou d'oxydant de NO (Henry et al . . 
1991; Traylor et Sharma, 1992; Boucher et al . , 1993). En 
fait, chez 1'homme, chaque sous-unite de 1 ' hemoglobine 
contient un groupement heminique, et les sous-unites (5 
contiennent des residus thiols tres reactif s (Cys (5 93), 
formant la S-nitrosohemogiobine . Cette forme nitrosylee de 
1 'hemoglobine a ete recemment identifiee non seulement 
comme facteur de regulation des activites vasculaire, 
pulmonaire et systemique, mais aussi comme un element de 
transnitrosylation (Jia et al . , 1996). 

D'autres hemoproteines sont activees par NO, 
telle que la guanylate cyclase ou le recepteur de NO est 
l'atome de fer. La fixation de NO deforme le groupement 
heme (qui contient l'atome de fer), et active la 
production du second messager le GMPc a partir du GTP, ce 
qui induit une vasodilatation et une inhibition de 
1-agregation plaquettaire (Ignarro, 1991; Moncada et al . , 
1991; Schrrtidt, 1992; Snyder et Bredt , 1992). Citons 
aussi la prostaglandine H synthase (Salvemini et al . , 
1993; Stadler et al . , 1993), et d'autres qui sont plus ou 
moins reversiblement inhibees (Rogers et Ignarro. 1992; 
Assreuy et al . , 1993; Rengasamy et Johns, 1993), telles 
que les cytochromes P-450 (Adams et al . , 1992; Ducrocq et 
al.. 1994) et les NOS elles-memes (Rogers et Ignarro, 
1992; Assreuy et al... 1993; Rengasamy et Johns, 1993). 
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En conclusion, NO se presente sous differences 
formes de transport; les mecanismes enzymatiques de 
synthase, stockage et de transport sont effectues en 
fonction de ses roles d ' in termediair e et d'effecteur 
(Seamier et al . , 1992a, 1994). . 

- NO et canceroaenese : 

Dans differentes situations, NO parait exercer 
plusieurs roles, parfois meme antagonistes. Ceci est vfai 
en ce qui conceine la cancerogenese (Calmels et Ohshima, 
1995) . En contraste avec son role dans les defenses de 
l'organisme (bactericide et cy totoxique ) , NO est 
susceptible d'entrainer des alterations de 1 ' ADN , 
favorisant .ainsi le developpement du cancer. Ceci 
cependant, a le plus souvent ete mis en evidence dans des 
travaux in vitro souvent eloignes des conditions, 
physiologiques . 

Plusieurs roles distincts de NO au niveau des 
differentes etapes de la cancerogenese ont ete observes: 

(i) la formation de peroxyni tr i te , produit 
naturellement cytotoxique, qui apres protonation, peut 
egalement se decomposer en OH et N02 (Beckman et al . , 
1990) . Ces radicaux seraient en partie responsables de 
domrnages oxydatifs a 1 ' ADN permettant alors la 
transformation neoplastique ulterieure des cellules 
touchees ; 

(ii) la .genotoxicite du NO et la deamination de 
1 ' ADN : NO peut ' induire des mutations dans des lignees 
cellulaires lymphoblas toides humaines (Nguyen et al . , 
.1992); 

(iii) la formation de ni trosamines : le NO apres 
oxydation est susceptible de reagir avec un substrat 
nitrosable pour former des. ni trosamines . Ces demiers sont 
de puissants cancerigenes chez 1 1 animal et sont egalement 
suspectes a 1 ' origine de certains cancer chez 1 ' homme 
(Loser et al . , 1989; Jacob et Belleville, 1991). 
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NO peut egalement favoriser revolution du 
cancer par le biais d'une immunosuppression (Hoffman et 
al., 1990; Albina et al . , 1991; Mills, 1991), Des etudes 
ont montre par exemple que sa presence semble favoriser le 
processus de transformation neoplasique de fibroblastes 
rnurins in vitro (Werner-Felmayer et al . , 1993). Cependant, 
de recents travaux indiquent, un ef fet protecteur plus ou 
moins controversy de NO vis-a-vis de^ la cytotoxicity 
mduite par les especes oxygenees (Wink et 'al. , 1993) et 
vis-a-vis de la progression de tumeurs de la peau induites 
sous W chez la souris (Yuin et al., 1993; Calmels et 
Ohshima, 1995). Enfin, malgre son role dans la 
cancerogenese ( NO est egalement un element effecteur 
important vis-a-vis des cellules tumorales (Hibbs et al . , 
1990). De plus, NO peut egalement medier 1 ' apoptose de 
differents -types cellulaires (Sarih et al., 1993; Me , Bmer 
et al. , 1994; Fehsel et al . , 1995). Toutes ces donnees 
mettent en evidence les diverses influences de NO'. 

- NO et maladies inf lammatoir es autoimmunes — l 
11 a recemment ete decouvert que NO est implique 
dans certaines pathologies inf lammatoires (Schmidt et 
Walter, 1994; Moilanen et Vapaatalo, 1995). Parmi 
celles-ci, la sclerose en plaques (SEP) (Sherman et al . , 
1992) et la polyarthrite rhumatoide (PR) (Grabowski et 
al . , 1996) sont les plus etudiees . 

Les Inventeurs se sont interesses a ces deux 
dernieres pathologies pour montrer l'effet de NO et de ses 
derives nitres ou nitrosyles dans leur evolution clinique. 
Les etudes sont basees sur des modeles exper imentaux pour 
la SEP ' (1 1 encephalite autoimmune experimental e ) et pour la 
PR (l'arthrite inf lammatoire exper imentale) . 

Les mecanismes d' action du NO, direct ou par 
1 ' intermediate de derives, sont encore mal connus . Du 
fait de sa nature, NO peut diffuser a travers les 
membranes des cellules avoisinant celles ou il a ete 
synthetise. Cette diffusion de NO peut expliquer un effet 
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locale a tres courte distance du fait de sa grande 
reactivite. C : est probablement ce mecanisme qui entralne 
1 "activation de la guanylate cyclase des^ cellules 
musculaires lisses des vaisseaux par le NO synthetise par 
les cellules endotheliales . Cependant, une action a 
distance du NO peut egalement etre envisagee. Cette action 
a distance peut etre liee a I'existance de molecules 
capables de fixer le NO puis de le rela-rguer. Parmi les 
composes susceptibles de jouer ce role, les composes 
S-ni trosothiols jouent un . role participant important. 
Ainsi des S-ni trosothiols ont ete mis en evidence dans les 
phenomenes de vasodilatation des 1981 (Ignarro et al . ) . 

Plus recemment des nitrosothiols ont ete 
egalement mis en evidence au niveau des cellules de 
systeme immunitaire (Dias-Da-Mot ta et al . , 1996 ; Wagner 
et al., 1996; Zhao et al., 1996). Les mecanismes de 
liberation de NO par ces molecules sont mal connus et en 
particulier les reactions conduisant au passage du NO sur 
d'autres molecules. De plus, s'agit-il toujours de la 
forme NO ou les formes N0 + peuvent elles etre impliguees 
dans des mecanismes de nitrosylation ? Peut-il egalement y 
avoir intervention d'autres radicaux en particulier les 
derives de 1 ' 02 .? Quelgue soient les modes d' action du NO 
loealement ou a distance, il peut done exister des 
molecules intermediates . douees des proprietes et de 
stabilite plus grande que le NO dont la fonction n'est pas 
encore connue. 

Les anticorps de 1 ' invention ont permis dans un 
premier temps d'etudier la stabilite et les proprietes de 
composes nitrosyles, puis ils ont ete utilises pour 
masquer des ■ epitopes nitrosyles qui apparaissent dans 
certains etats pathologiques ou une surproduction de NO a 
ete objectivee. Une production elevee de ces derives 
nitrosyles pourrait etre responsable, au moins en partie, 
des troubles observes . 
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rnwTRK DEF NTTROSYLES^ 

1 ) T.a reponse im muri- taire . 

La destruction des agents intectieux est 
produite par un ensemble d'elements appartenant au systeme 
lM „ lt »ire. cette protection est obtenue grace . un. 

eponse ^unitaire de type humoral et/ou cellularredont 
X.. acteurs indispensable* sont Xes ceXXuXes 
ly^phocytaires et macrophagigues (Oberg et al . . 1993) . Las 
lymphocytes B favorisent la reponse humorale vra 
production d'anticorps reconnaissant spec i figment un 
antigene donne. s ' accompagnant dans certains cas de la 
neutralisation de 1'effet nocif de ce dernrer. Les 
lymphocytes T helper <Thl, interv.ennent dans 1 V actrva t - 
Z macrophages en secretsnt des cytokines 
1-IFN-Y et le TNF-a/p. Les macrophages actrves liberent 

j-^^- ai f orrr ; ce s qui exercent un 
differentes molecules dites e.fectnces qu ^ ^ _ ^ ^ 



efiet cytostatique ou cytotpxique vis-a-vis 
.icroorganis.es intra- ou extracellula.es. 
.olecules, on trouve des radicaux libres et en par txculx«r 



Juretic et al . . 1995; Lin et al . 1995, qui. en se trxant 
sur des cibles moleculaires. genere ,n v.vo des 
neoantigenes nitrosyles pouvant induire une reponse 

humorale. _ 
Pour reproduire au mieux la structure de ces 

neoantigenes. les Inventeurs ont synthetise des con jU gues 
artificiels par couplage de NO a deux acides amines, la 
tyrosine et la cysteine. A 1 ■ aide de ces conjugues. il. 
ont rnduit des antrcorps polyclonaux diriges contre des 
epitopes NO-Tyr et NO-Cys chez le lapin. 

21 imrnnnoc **"'" das hanr.enes , 

X'.mmunochimie des petites molecules ou 
baptenes. est base, sur la reconnaissance specifrgue dun 
antigene particulier par un anticorps <Ac>. et ce ue fagon 
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hautement selective (Landsteiner , 1945; Rabat, 1968; 
Goodman, 1975). Les haptenes tels que les acides amines 
(cysteine, tyrosine, tryptophane,...) ont un faible poids 
moleculaire (75-300 daltons) et ne sont done pas 
lminunogeniques par eux-memes. Le developpement d ' Ac 
specif iques repose sur un certain nombre de principes 
methodologiques et de concepts. Ainsi : 

- une substance est immunogenique lorsqu'elle 
possede la capacite de stimuier la production d'Ac; sa 
taille doit etre superieure a 1000 daltons. 

- un compose est antigenique lorsqu' il entre en 
interaction specif ique avec un site Ac. Pour cela, 
celui-ci doit discriminer des conjugues s tructuralement 
proches, differents par la position d'un groupement 
chimique sur I'haptene ( Landsteiner , 1945; Geffard et al . , 
1985a); 

- la liaison antigene-Ac s'etablit grace a des 
liaisons, de differents types: hydrogene, Van Der Walls, 
i on i qu e , hydrophobe . 

Pour realiser cetce approche, les Inventeurs 
ont dans un premier temps synthetise des conjugues 
nitrosyles, puis des conjugues possedant une' analogie 
structurale avec les premiers. L 1 etude a ■ porte 
exclusivement sur des conjugues nitrosyles et leurs 
corr espondants non nitrosyles ainsi que des conjuges 
nitres. A 1 ' aide de ces outils, il a ete produit et 
caracterise des Ac polyclonaux anti -haptenes nitrosyles 
couples a des proteines porteuses en utilisant la 
carbodiimide comme agent couplant. 



3) Materiel et methodes . 

a ) Svnthese des immunoaenes NO- tvros ine et 
NO-cvsteine couples a une oroteine porteuse oar un 
couolaae tvpe "carbodiimide" : 

La syn these . des- immunogenes est realisee dans un 
premier temps par le couplage de I'haptene L-tyrosine 
(Tyr) ou L-cysteine-N-acety lee (Cys) a une proteine 
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porteuse telles que la serum albumine bovine .(SAB) ou la 
serum albumine humaine (SAH) par la carbodiimide selon le 
precede indique c'i-dessous (Harlow et Lane, 1988). Dans un 
second temps les conjugues obtenus sent nitrosyles par un 

donneur de NO . 

10 mg de Tyr (Fluka) , ou 20 mg de Cys (Sigma), 
sonc solubilises dans le tampon MES (2 [N-Morpholino] 
ethanesulfonic acid, Sigma) (0,2 M) pH 5,4, puis un 
mic rolitre d ■ isotope radioactif [^H-Tyr] (HEN. act.vite 
specif xque: 31,0 ci/mmole) est ajoute. Ensuite, 20 mg de 
SAB ou SAH dissous dans le meme tampon MES sont alors 
ajoutes pour conjuguer 1 'haptene par une liaison amide. 
L 1 activation du groupement carboxylique de la Tyr ou de la 
Cys - est initiee par !■ addition de la carbodi.mide 
[l-ethyl-3 ( 3 -dime thylamino propyl) carbodiimide, Sigma). 
Les molecules de Tyr et de Cys non liees sont elim.nees 
par dialyse centre 1 ' eau distillee pendant 24 heures (h) a 

4 C ' ' Le marqueur radioactif permet de determiner la 

concentration enhaptene conjugue comme suit: 

Concentration (M) en haptene couple = X mg hap x 
• CPM apres / CPM avant x Vol av x PM hap 

ou X mg est la quantite d'haptene utilisee pour 
faire le couplage; CPM av est la radioactivi te avant 
dialyse; CPM apres est la radioactiyite apres dialyse; Vol 
av est le volume avant dialyse; PM hap est le poids 

moleculaire de 1" haptene. 

Pour calculer la concentration en proteme 
selon la loi de Beer-Lambert DO = £ c 1 (dans ce travail 
longueur de la cuve 1 = 1cm) , 1'absorbance a des 
longueurs d • onde 280 nm et 300 nm a ete utilisee (Gertard 

et al. , 1985a) : 

Concentration (M) en proteine = DO 280 nm - DO 

3 00 nm / £ proteine 

ou £ est le coefficient d' extinction molaire de 

la proteine a 280 nm; il est de 34 500 pour la SAB et la 

SAH ; 
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Pour les haptenes qui absorbent a 280 nm 
(Tyrosine, Tryptophane), les Inventeurs ont utilise, pour 
determiner la concentration de la proteine la formule 
suivante : 

D2 80 = Chap x ^hap + C pro teine x £proteine 

Le rapport de couplage est le nombre de moles 
d'haptene couple par une mole de proteine: 

Rapport ( R ) = concentration en haptene / 
concentration en proteine 

Le poids en conjugue est determine en 
utilisant la relation suivante : 

Poids du conjugue = [ (R x PMhap) + PM proc) x 
cone proteine 

ou la concentration (cone) est exprimee en M. Le 
poids est en mg/ml. 

- Nitrosvlation des coniuaues neosvnt hetises l 

La ni trosylation se fait en utilisant un donneur 
chimique de NO, le nitrite de sodium (NaN02 ) en milieu 
acide (Stamler et al . , 1992d) . Ainsi, la formation de la 
liaison NO-haptene a ete evaluee par spectrophotometrie en 
mesurant les DO entre 320 et 500 nm. De plus, la 
S-nitrosylation a ete prouvee par la methode de (1958) en 
utilisant le chlorure de mercure HgCl2 . En effet, le KgCl2 
en presence du compose S-nitrosyle entraine une liberation 
immediate de 1 ' azote lie au soufre du residu nitrosothiol : 
Cet hydrolyse rapide peut etre expliquer par 1 ' af finite 
des ions Hg 2+ pour le soufre. 

Le tableau 1 ci-dessous montre la structure des 
deux haptenes nitrosyles lies a la proteine porteuse SAB . 
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Tableau 1 



Coniuques 

Tyrosine -SAB 



Structures mo lecul aires 



HO 



^ CH 2 -CH-CO-NH-BSA 



NO - Tyros i ne - SAB 



HO 



CH 2 -CH-CO-NH-BSA 



NO 



NH- 



Cysteine-acetylee-SAB 



SH- CHo -C H-CO- NH-BS A 
I 

NH-CO-CH3 



NO-Cysteine-acetylee-SAB 



NO-S-CH 2 -CH-CO-NH-BSA 
NH-CO-CH3 



b) Svnr.hese d'autr^s coni '^'ips nit.rosvles — et 



nitres 



L ' utilisation de differents agents couplants 
eels que la c arbodi imide , le glutaralgehyde (G) ou 
1' anhydride succinique (AS), permet d'obtenir des epitopes 
de conformation distincte. 

- Type "csrbodi imide" : 

Synthese de NO-Trypt ophane - SAB : La 
carbodiimide, le tryptophane (Tryp, Sigma) et la SAB ont 
ete utilises pour la synthese du conjugue Tryp-SAB. Ce 
conjugue a done ete ensuite nitrosyle en utilisant le 
' NaN02 • 

- Tvoe "glu t.ara ldehvde " : 

Synthese de NO-Tyr-G- SAB , NO-Cy s - G- SAB , et 
NO-Tryp-G-SA3: 5 mg de chaque haptene : Tyr , Cys (non 
acetylee) ou Tryp ont ete dissous dans du tampon acetate 
(1,5 M) pH 8,3. Pour suivre la reaction de couplage, une 
faible quantite d'haptene tritie est ajoutee. Puis une 
solution aqueuse de glutaraldehyde (G) 5% (Merck) est 
melangee a la solution haptenique. Au bout de quelques 
secondes, la proteine (10 mg) diluee dans le meme tampon 
est melangee a la solution haptenique jusqu'a 1' apparition 
d-une coloration jaune. La reaction est ensuite arretee 
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par 1' addition de 200 ul d'une solution de NaBH4 (10 mM) ; 
quandle melange est devenu translucide , chaque solution 
des differerits conjugues est mise a dialyser contre de 
i'eau distillee 24 h a 4°C (Atassi, 1984). 

- Type "anhydride succinioue" : 

. Syntheses de NO - Tyr - AS - SAB et NO-Cys- AS-SAB : 
2 0 mg de Tyr ou de Cys (non acetylee) sont repris dans 200 
jjl de Dimethyl-sulf oxide (DMSO, Merck) et 800 fil d ' eau 
distillee. La succinylat ion s'effectue en additionnant 17 
mg d'anhydride succinique (AS) (Sigma), puis une quantite 
de NaOH IN est ajoutee pour neutraliser le melange. II est 
ensuite mis a lyophyliser. 

5 mg d'haptene succinyle sont dissous dans 1 ml 
de dimethyl formamide (DMF, Merck) pure anhydre, contenant 
50 ul du tr iethyl-amine (TEA, Merck) pure, anhydre . On 
active les groupements COOH libres de I'haptene succinyle 
en ajoutant 200 ul d ' Ethyl chlorof ormate (ECF, Prolabo) 
predilue au 1/6. Puis, la solution contenant 10 mg de SAB 
est ajoutee. Le melange reactionnel est dialyse contre de 
I'eau distillee pendant 24 h a 4°C sous agitation. 

La methode de ni trosylation des deux types de 
couplage (G. et AS) est identique a celle decrite plus haut 
pour le couplage de type carbodiimide . 

. Synthese de N02 - tyrosine-SAB : La syn these de 
ce conjugue necessite 20 mg de I'haptene N02~Tyr (Sigma) 
et 20 mg de SAB. Le couplage est effectue en utilisant la- 
carbodiimide selon le meme protocole decrit ci-dessus. 

. Synthese de conjugues NO-proteines : Cette 
forme de la SAB nitrosylee ou S-nitroso-SAB a ete preparee 
a partir de la SAB et de nitrite de sodium. Une meme 
quantite de proteine et de NaN02 est pesee pour faire le 
couplage NOSAB selon la methode de Stamler (1992d) . 

c) Qbtention et caracter isation d ; Ac oolvclonaux 
anti-NO coniuaue : 

- Immunisation des laoins : 
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A partir des conjugues NO-Tyr et NO-Cys. les 
Inventeurs ont immunise par voie sous cutanee (Vaitukaxtxs 
et al., 1971) des lapins: le lapin "T" par les conjugues 
NO-Tyr-proteine ( SAB ou SAH) , et le lapin "C" par les 
conjugues. NO-Cys-proteine. L' immunisation a ete faite en 
alternant ces deux proteines porteuses (Geffard et al . . 
1984a b; 1985a). L ' immunisation a ete effectuee en 
in] eetant une emulsion contenant 200 ug du conjugue. 
d'adjuvant complet 'de " Freund ( ACF , DIFCO) et du tampon 
phosphate salin (TPS) . Le prelevement des antiserums a ete 
fait entre 12-21 jours apres chague injection. 



_ pur_jf icat-ion des immunonl obu lines :. 
Une reoonse immune a ete induite. Pour enrichir 
,S les serums en irnmunoglobu lines (Ig) spec i f iquement 

dxrigees centre les haptenes ' couples , les rnethodes de 
purification suivantes ont ete utilisees: 

tHcnmtior scr ums polv clonauv sur les 

nrotein pg nnrteuses : 

Les serums oolyclonaux ont ete adsorbes sur les 
conjugues non nitrosyles correspondants : Tyr-SAB/SAH pour 
le lapin »T" et Cys-SAB/SAK pour le lapin "C" . (Geffard et 
al 1984a; Geffard et al . , 1985b; Campistron et al . , 
1986). L'adsorotion a ete faite dans les proportions de 5 
>5 mg de conjugue par ml de serum natif . Le melange a ete 

incube 16 h a 4°C sous agitation et les immunoprecipites 
ont ete elimines par centrif ugation 15 minutes a 10 OOOg . 
Le surnageant est enrichi en Ig specif igues. alors que le 
culot contient les complexes immuns proteines porteuses-Ig 
30 de lapin . 

Pnrificat^T. des Tn nar nr *r j m tar, i on au 

sulfate d' amm onium l 

A un volume de serum polyclonal de lapin, est 
ajoute un volume egal d'une solution saturee de sulfate 
3S d" ammonium (NH 4 )2S0 4 . Le melange est incube 1 n a 4°C, 

puis centrifuge 15 minutes a 10 OOOg. Le culot (contenant 
les Ig orecipitees) est repris dans un volume minimum de 
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tampon TPS puis dialyse pendant 3 jours contra du tampon 
TPS (Na2HP04, 0,01 M, NaCl 0,15 M) . 

. Purification des la oar chroma toaraohie 
d ' exclusion ; 

Apres precipitation au sulfate d' ammonium, les 
Ig ont ete separees* selon leur poids moleculaire (PM) par 
la technique de chromatographic d' exclusion sur colonne G 
200 (Sephadex) (Hons et Geffard, 1987) . La determination 
de la concentration en Ig a ete deduite de 1' analyse 
spec trophotometrique d * un aliquot dilue, elle a ensuite 
ete estimee de la maniere suivante: 

1,4 unite -de DO a' 280 nm correspond a une 
quantite de 1 mg/ml d ' Ig . 

Les Ig specif iques sont principalement des Ig G. 
les surnageants purifies selon une de ces methodes ont ete 
utilises pour etudier le titre, 1 ' avidite et la 
specificite en utilisant le test ELISA. 

d) Test immunoenzvmat igue (methode ELISA) : 
Quatre grandes etapes sont necessaires pour la 

realisation du test immunoenzymatique (Engvall et al . , 

1972) : 

lere etaoe : Revetement des plaques de 
microtitration . C 1 est 1 ' etape ' d ' adsorption des con jugues : 
NO-Tyr-SAB et Tyr SAB pour le lapin "T 11, ou NO-Cys-SAB et 
Cys-SAJB pour le lapin M C M , dans des puits de plaques de 
microtitration (Maxisorp certifiees, NUNC) . Cette etape de 
revetement a ete faite egalement avec les conjugues 
couples "G" , "AS" et pour la SAB et NO-SAB. 

2eme etaoe : La saturation . II est necessaire de 
"saturer" les puits., pour eviter 1 ' accrochage non 
specif igue. Cette etape se fait avec le tampon suivant: 
TPS-tween-glycerol-SAB . Tween 0,05 % pH = 1,2, glycerol 
10%. La concentration en SAB a ete optimisee a 5 g/1. 

3eme etaoe : Formation des complexes primaires. 
Elle correspond a la fixation des Ac primaires 
pot en t iellemen t contenus dans le serum a tester a une 
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dilut ion optimale de 1/20 000 (pour le lapin "T" et "C") 
sur les conjugues deposes au fond des puits. 

,s mc etape_ i. Formation des complexes 
„„,. iles E lle correspond a 1' addition oes Ac 
I a 'de cnevre anti-X g de lapin ^>"° 

plsteur, marges a la peroxydase dilues au 1/SOOO.dans le 

~ TP£ "^rS^ Visualisation des complexes 
secondares. Elle se fait par 1 • utilisation du substrat 
"Icifiaue de la peroxydase <H 2 0 2 . Proiabo,, en presence 
a"un cbromogene. 1 • ortbopbenylene diamine ,OPD Srgm* , . La 
vl sualisacion est realisee par l^xydatron de 1 OPD * 
pes.e de 1 • etat reduit incolore a 1'etat oxyde ,aune La 
ration est ensuite stoppee par addition ^'une solutron 
a-acrde sulfurigue <H 2 S0 4 . 4N) dans chaque ports. Les DO 
sent lues a 492 nm a 1 ■ aide d • un spectrophotometry 
„ 1U sca„ mformatise (EL 31?., Bro-Tex Instruments La 
valeur experimentale obtenue est telle mesuree su les 
puits ayant le conjugue (haptene-ni trosyle-proteme ) ou 
Troteine nitrosylee soustraite de telle lue sur les 
centrales contenant le con.ugue non nitrosyle ou de 

SAB . 

_ r a r,rfPri S 5 ^^ i tnmunnrh j mi que des sj Ac : 

Elle est basee sur deux proprieties des . Ac : 

1-avidite et la specif icite: ^ 

L-avidite de chaque antiserum a ete appreciee 
com.e suit : Des dilutions de cogues N 0-Tyr-SAB pour 
!• antiserum anti " NO-Tyr ou N 0-Cys-SAB pour 1' ant i serum 
anti HO-Cys. allant de 2 x ICT* M a 2x10-12 m dans . le 
TPS-Tween-SAB glycerol ont ete preparees . Ces competitions 
sont faites par incubation de 1 • Antiserum ( " T " ou C 
presence de 1 ■ immunogene pendant une nuit a 4 C 
se deroule ensuite comme decrit plus haut en utilisant ces 
dilutions comme des Ac primaires . 

Pour la specif icite: les composes utilises 
pour les experiences de competition sont les suivants. pour 
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les deux types d 1 Ac : NO-Tyr-SAB; Tyr-SAB; NO-Cys-SA3; 
Cys-SAB; NO-Cys(non acetylee) -SAB ; Cys (non acetylee ) -SAB ; 
NO-Tyr-G-SAB; Tyr-G-SAB; NO-Cys-G-SAB ; Cys-G-SAB; 
NO-Tyr-SA-SA.3; Tyr-SASAB;. NO-Cy s- SA- SAB ; Cys-SA-SAB; 
NO 2 -Tyr-SAB; NO-Tryp-SAB; Tryp-SAB ; NO-Tryp-G- SAB ; 
Tryp-G-SAB; NO- SAB . 

A 1 ' issue des competitions, des courbes de 
deplacement pour les differents composes testes ont ete 
etabliees. 

4 ) Resul tats . 

a) Analyse des coniuaues nitrosvles : 

- Analyse spec trophotometr ique des conjugues: 
Une etude spectrophotometrigue a ete utilisee pour suivre 
les differentes etapes de la synthese des immunogenes . 
Celle-ci est faite entre les longueurs d 1 onde 240 et 500 
nm. Par comparaison des spectres obtenus avant et apres 
nitrosylation, les Inventeurs ont determine la zone 
d'absorbance de NO lie. Corane montre respect ivement sur 
les courbe des figures 1 et 2 , la zone d'absorbance de 
NO-Tyr-SAB a ete observee entre 320 et 440 nm (figure 1) 
et celle de NO-Cys-SAB a ete detectee entre 320 et 400 nm 
(figure 2). Une absence d'absorbance entre les longueurs 
d ' onde 320 et 500 nm a ete remarquee dans les spectres des 
conjugues: Tyr-SAB et le Cys-SAB; 

La bande d'absorbance du meme conjugue 
NO-Cys-SAB n'a pas ete trouvee apres le traitement de ce 
dernier avec une solution de ImM de HgCl2 • Ceci montre que 
la liaison covalente " S-NO" a ete abolie. 

b) Analyse iirunnunochimicrue des sites Ac. 

- Evaluation du titre en Ac di'riaes contre les 
epitopes NO-Tvr et NO-Cvs : 

. Pour le lapin "T" immunise avec la NO-Tyr 
conjuguee, le titre en Ac specif iques a evolue apres 
chaque immunisation et la reponse optimale a ete obtenue 
apres la troisieme immunisation. A.insi, coram e montre par 
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a courbe de la n g »« 3. deux types de reponses .ont 
isuaiisees oour les lapins T. La pr^ere correspond a 

u : ; : .. c 0 n tK i. c„^„ ^ « 

J, oours de ! ■ i^unisation plus 

, de»ie»e oui est dirigee centre le oon,ug U e Tyr-SAB. Sur 

fa figure's, la fleche blanohe indite le preievement 

iLnt immunisation et les «eches noires indigent les 

w ^*-c: pnrpq chacrue immunisation, 
jours des prelevement apres cnagu 

Pour le laoin -C" immunise par la NO-Cys 
,0 conjuguee. aucune reponse specifique. „•« ete obtenue 

t la Seme immunrsat.on . Avant cette im^unisat.on . les 
Xnventeurs ont observe une augmentation plus important de , 
"onse antr-Cys-SAB par rapport . 1 ■ ant i - N 0-Cys-SAB . 
En revanche suite a la Seme rmmunisation les Xnventeurs 

t detect* une chute de la reponse non 
£igur e 4 montrel 'evolution des deux types de reponse Chez 
ce laoin = celle correspondent a une reponse sur le 
coniugue S 0-Cys-SAB gui est une reponse globale comprenant 
les lticorps drrrges centre la proline porteuse et une 
aeuxieme drrigee centre le co^ugue Cys-SAB Sur la rrgure 
4 l„ fleche blanche rndigue le prelevement avant 
immunisatron et les fleches noires indrguenc les ,ours des 
preievements apres chagpe immunisation 

- L e prelevement du lapm T apres 
• „4 rtT , a servi pour la c ar ac t er i s a t i on 
25 immunisation a serv_ y „ orir -T e 

immunochimigue des Ac speci f iguement drrrge centre 
!■ epitope nitrosyle. De meme . les Xnventeurs ont utrlrse 
le prelevement apres la Seme immunisation pour le lapm 
"C" . 

^ i ■ =yi dit e et de la 

_ pdt- 0 r m i nation de 1 avio^e. . 

L-avidite des Ac anti-NO-Tyr co^uguee e. 
anti-NO-Cys conjuguee a ete fait, par des tests de 
„ competition. Une inhibition de la liaison des ana-s- 

.. rp.. et -c- a ete obtenue en incubant chacun oe ces deux Ac 
avec le conjugue nitrosyle crui a servi d • immunogene . 
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La diminution de la DO (B) indique la presence 
de competition entre l'haptene conjugue qui est adsorbe 
sur la plaque de microt i tra t ion et l'haptene preincube 
avec 1* antiserum correspondant . Bo est la DO correspondant 
a la reponse obtenue avec 1 ' ant iserum ' en 1 ' absence du 
competi teur . Une dilution de 1 ' antiserum (1/20 000) 
donnant une DO d' environ 1,0 a 4 92 nm a ete choisie pour 
I'ajustement de la valeur de Bo; le rapport B/Bo a ete 
utilise pour tracer les courbes de competition de la 
figure 5 obtenues avec les competi teurs . 

- Pour le lapin " T" , l 1 avidite determinee au 
demi-deplacement est de 1,1 x 10~ 8 M (figure 1, courbe 1) 
et pour le lapin "C", 1 'avidite est de 4,5xl0~8 M. 

La specif icite de chague antiserum a ete 
egalement evaluee par des . experiences de competition entre 
le conjugue NO-Tyr-SAB (pour 1' antiserum "T" ) , ou 
NO-Cys-SAB (pour 1' antiserum "C") et les analogues 
structuraux conjugues. Les courbes de deplacement ont ete 
obtenues a partir des resultats des tests de competitions 
avec les haptenes conjugues et qui n 1 ont pas ete utilises 
dans 1 ' immunisation. En utilisant le rapport B/Bo pour 
chacun des competi teurs , les Inventeurs ont pu determiner 
les specificites correspondantes :" 

. pour le lapin "T" le conjugue le mieux reconnu 
est 1 ' immunogene qui a donne une avidite .de 1,1 x 10~& ^ m 
Les autres conjugues reconnus sont les suivantsz.v le 
N02 -Tyr-SAB (ICso = 1,4 x 10" 7 M) ; NO-Tyr- SA- SAB (ICso-= 5 
x 10" 5 M) ; et le NO-Tryp-G-SAB (ICso = 3 x 10" 6 M) . La 
courbe 2 de la figure 5 montre aussi 1 ' absence de la 
reconnaissance, du Tyr-SAB par cet antiserum. 

- Pour le lapin "C" 1 ' immunogene NO-Cys-SAB et 
le conjugue NO-Cys(non acetylee) -SAB ont. ete reconnus avec 
une avidite de 4,5 x 10" 8 M et une specif icite de - 10~ 6 
M. 

Tous les • autres conjugues, nitrosyles (par 
exemple la NO-SAB) ou non ( ne sont pas reconnus par 1 ' Ac 
"T" ou 1 * Ac "C". 
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(IC5 o ^ la concentration- molaire du 
competiteur donnant 50 % d -inhibition) . . 

II convient aussi de remarquer que, des tests 

ELISA indicts ont ^e une £ 
MO-SAB et la SAB par les Ac polyclonal 

II.. avec ces antiserum .one respeccivement oa 
1 oZt da 0.34 ± 0.062 et 0.27 ± 0.05. En revanche, en 
Last liquid., la NO-SAB „•. P-= *** reconnue ce gui 
fouxr.it ^« -pliaue par la »°«»"»^ 
conformationnelle da cette molecules an phase solide (test 
indirect) at phase liquide (test de competition) . 

5 ) n-i emission ; 

En sa basant sur les travaux de Landstemer, 
„ Goodman. .1.975, ; Geffard et al . , (1985b); at Hons 

'it Geffard. ,19.7, pour Induction des antiserums contra 
des patites molecules, le developpement d'Ac anti-NO- 
d . P , 4t4 Valise La reactivite de NO avec les 
conDiigue a ete realise, u „,_n a son - 

groupements thiols pourrait expliguer. en parti son 
- ■ diffirents orocessus biologiques (Gir.rd 

20 intervention dans dirferents pr 

et Potier, 1993). En fait, il a ete postula que MO 
stabilise sous forme de s-nitrosothiol gui pent conserver 
sa reactivite biologigue. La presence etude im^unologigue 
"t basea sur 1'hypothese de la stabilite des derives-NO^ 
les mventeurs ont utilise differents conjuguas mtrosyle 
presumes transporters de NO .residua aryls mtro syles et 
S-nitroso-Cys) . ' La carac ter isa t ion immunochrmrgue des 
anti-NO-Tyr at anti-NO-Cys developpes montre un pouvoir 
aiscrimination different de ces Ac pour les 
,0 correspondents. Be plus, le titre specify optimal 

anti-Tyr nitrosylee a ate observe apras la ieme 
immunisation, au bout de 1-2 mois .figure 3), alors gue 
i-anti-Cys nitrosylee. ne presente pas ^-lucion du 
titre avant une penode de 2-3 mors (figure 4,. et donne 
35 un titre optimal apres la 5eme immunisation. 

En ce gui concerne la specif icite de ces Ac 
preincubes avec d'autres conjugues presencant une analogie 
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structurale avec le compose utilise comme immunogene, on 
note egalemenc une difference dans les reponses obtenues 
avec ces deux Ac. Ainsi, 1 ' Ac "T" reconnait deux conjugues 
qui n'ont pas ete utilises dans 1 ' immunisation, le 
N02-Tyr-SAB et le NO-Tryp-SAB , ce qui n'est pas le cas de 
1 ' Ac "C" . Aucun des autres conjugues non nitrosyles n'a 
ete reconnu par ces deux Ac. Les reponses differentes- 
observees avec ces deux types d'Ac pourraient egalement 
etre expliquees par les differences de structures 
moleculaires des immunogenes, leur stabilite dans le 
milieu biologique, leur metabolisme, ou bien par les 
modifications favorisees par les cellules pr esentatrices 
de 1'antigene. Tous ces facteurs peuvent jouer un role 
fondamental dans la stimulation du systeme immunitaire et 
dans l'avidite de 1 ' Ac induit. 

Enf in, la reconnaissance de la NO— SAB ■ 
synthetisee chimiquement par les Anticorps polyclonaux, 
ont amene les Inventeurs a utiliser cette forme de 
transport de NO dans des multiples applications in vitro, 
en utilisant les macrophages actives comme donneurs 
biologiques de NO. 

Ill - DETECTION ET NEUTRALISATION DE DERIVES DE 
NO PAR LES ANTICORPS POLYCLONAUX. 

Les cellules macrophagique's jouent un role 
essentiel dans la reponse immunitaire. En effet,- des 
1 4 apparition, d'une infection, elles peuvent intervenir 
dans la destruction du microorganisme, en le phagocytant . 
De plus, les macrophages actives lors d'une reponse 
immunitaire specif ique exercent un effet microbicide 
cytotoxique sur des microorganismes intracellulaires 
(Ruskin'et Remington , 19 68 ) . Une des voies metaboliques de 
1 ' arginine est essentielle dans 1 'activation des 
macrophages et dans leur effet cytotoxique sur des 
cellules tumorales (Hibbs- et al . , 1987a). et cytostatique 
sur des especes fongiques telle que C ryp t os oc cu s 
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neof ormans' (Granger et al'.. 1988). Cette voie metabolique 
conduct a la .synthese de la L-citrulline et de NO a partir 
de I'arginine (Hibbs et al., 1987b; Hibbs et al., 1988), 
gra ce a la iNOS. L ' analogue structural de I'arginine. NMMA 
a ensuite ete caracterise comme inhibxteur competxtxi de 
cette synthese a partir des macrophages actives .(Hibbs et 
al 1987a, b; Drapier et Hibbs 1988; Hibbs et al . , 1988). 

C e phenomene de cytotoxicity a ete etudxe 
essentiellement in vitro dans les macrophages murins et il 
exxste maintenant un large consensus pour af firmer que la 
voie de biosynthese L-arginine -> NO en est la base 

(Drapier, 1993) . , , 

Le role cytotoxique de NO a egalement ete 
xnterorete comme resultat de la formation de complexes 
fef-nitrosyls au niveau des enzymes du metabolxsme 
oxydatif des cellules cibies (Stuehr et Nathan 1989; 

Stuehr et al . , 1989) . 

En conclusion, une infection induxt une 
stimulation des lymphocytes T via la presentation de 
1-antigene. Les cellules T secretent 1 ' IFN-7 en reponse a 
leur activation et une stimulation successive se maincient 
done avec la presence persxstante de 1'antigene ou d ■ une 
reinfection. L ■ IFN-y ' active alors les macrophages qui 
produisenr d'autres cytokines comme le TNF-cc et l'IL-1 
05 qui, en synergie avec L'IFN-Tf peuvent stxmuler les 

macroohages. L'activation macrophagique permet 
' 1- elimination de certames cellules tumorales et de 
nombreux agents pathogenes . Parmi les differents 
mecanismes elabores par les macrophages, un des plus 
effaces est la synthese de NO. La destruction des 
leishmanies et des schistosomes pent etre complement 
inhibee par le NMMA (James et Glaven, 1989; Green et al . , 
' 1990; Liew et al . , 1990). Geci semble indiquer que dans 
ces cas NO est necessaire, et pourrait meme etre 
suffisant. pour expliquer le role microbicide des 
macrophages. NO est done un element indispensable de la 
defense de 1 ' organ isme. 
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Les travaux rapportes ci-apres vise a met tre en 
evidence la forme sous laquelle NO est transports pour 
agir au niveau de ses cibles. Afin de se rapprocher des 
conditions physiologiques , ' les Inventeurs ont utilise une 
source biologigue de NO (macrophages actives par le BCG) , 
la S A3 comme transporteur de NO et des trypanosomes 
extracelluiaires. L'objectif est de detecter des epitopes 
nitrosyles formes in vitro possedant un role cytotoxique 
et d'obtenir leur blocage en utilisant nos anticorps 
polyclonaux anti-NO-Tyr et anti-NO-Cys conjuguees. 

1 ) Materiel et methodes . 

a) Prelevement et culture des macrophages ; 

Des macrophages peritoneaux provenant de souris 
Swiss prealablement infectees avec le BCG (Institut 
Pasteur) ou des macrophages normaux, ont ete .mis en 
culture a 1,5 x 10 6 cellules/ml /boite de Petri, pendant 8 
h a 37°C dans une etuve contenant 5% C02 . Le milieu de 
culture utilise est le HBSS (Hank's Balanced Salt 
Solution, GIBCO) . La culture a ete effectuee en presence 
ou non de NMMA a 0,5 mM . 

b) Detection de la formation des coniuaues-NQ et 
de NO- SAB oar le test ELISA : 

- Tests de competition entre le coniuaue 
nitrosvle forme dans le milieu de culture et les coniuaues 
NQ-Tvr-SAB ou NO-Cvs-SAB neosvnthet ises : 

Les surnageants provenant des milieux de culture 
de macrophages actives contenant les conjugues nitrosyles 
( NO - Tyr - SAB ou NO-Cys -SAB) , ont ete incubes en presence de 
1* antiserum "T" ou "C" ulitises a 1/20 000. Ces conjugues 
nitrosyles ont ete formes a partir de NO produit par les 
macrophages "et les conjugues Tyr-SAB ou Cys-SAB ajoutes 
dans le milieu. Apres incubation ces surnageants ont 
ensuite servi comme Ac primaires pour le test ELISA'. Ce 
dernier a ete realise sur des plaques de microtitrat ion 
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adsorbees par les conjugues NO-Tyr-SAB ou NO-Cys-SAB. Le 
reste du test est identique a celui decrit precedemment . 

Le meme protocole a ete utilise pour le 
surnageant provenant de milieux de culture de macrophages 
normaux (controle) . Pour ce travail, 5 experiences ont ete 
faites et une bonne reproductibi li te a ete obtenue avec 
1 ' anti-NO-Cys . 

_ ' Detection de la ni trosvlat ion des epitopes 

fortes nar la SAB en utilisan t les Ac anti-NO-Tvr et 
anr i-NO-Cvs: 

Cette application a necessite 1 ' utilisation de 
la SAB delipidee (4 rag/ml) , pour eviter la 
lipoperoxydation (NO + 02~°) des acides gras adsorbes sur 
la SAB. Cette lipoperoxydation donne des composes 
entrainant des reactions non specif iques . La proteine a 
ete ajoutee dans le milieu de culture (HBSS) des 
macrophages actives ou non pendant 8 h. Les plaques de 
microtitration ont ensuite ete adsorbees pendant 6 h par 

les surnageartts provenant des milieux de culture des 

macrophages actives (contenant NO-SAB) , des macrophages 
• non actives ou du milieu de culture seul . Apres saturation 

les Ac primaires " T" ou "C" ont ete utilises a la dilution 

de 1/1000. 

Neutralisation dp 3j_effe t trvpanosf a t iaue de 

NO -SAB : 

La souche Partinico ' II de T . musculi a ete 
utilisee. Les trypanosomes ont ete purifies par passage 
.sur colonne de diethyl aminoethyl cellulose (Lanham, 
) 1968) . Les trypanosomes ont ete ensuite co-cultives 

pendant' 8 h en presence des macrophages de souris normales 
ou infestees par le 3CG en milieu RPMI contenant la SAB 
delipidee (4 mg/ml). Les Ac polyclonaux (1/100) ou le NMMA 
(0.5 mM) ont ete ajoutes dans quelques puits pour pouvoir 
5 comparer leurs effets inhibiteurs. Le serum de lapin 

normal et un Ac polyclonal anti-SAB ont ete utilises comme 
controle a la meme dilution que les antiserums "T" et "C" . 
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" Neutralisation du trans fert de cet ef fet 
trvoanostat ioue : 

L'objectif de ce travail a ete.de confirmer 
1 1 ef fet trypanostatique de NO-SAB. Pour cela, le 
sumageant de cultures contenant de la SAB et des 
macrophages actives par le BCG en presence ou- non de MMMA, 
est transfere apres 8 h d ' incubation , sur une co-culture 
de macrophages normaux IT. musculi selon les memes 
conditions- Les Ac polyclonaux "T" , "C" , le serum de lapin 
normal ou I'anti SAB dilues au 1/100 sont appliques avec 
le surnageant . 

Par ces deux methodes, les Inventeurs ont dans 
un premier temps, etudie 1 ' ef f et cytostatique 
trypanostatique de la NO-SAB soit direct soit transfere. 
Dans tin second temps, ils ont compare la neutralisation de 
cet effet par les Ac polyclonaux selon deux procedes, 
legerement dif ferents. Le fait d ' inhiber 1 ' effet 
trypanostatique par ces Ac selon ces deux conditions 
prouve d'une part la synthese de NO et done la formation 
de la NO-SAB et, d' autre part que e'est un effet a priori 
propre a la NO- SAB et non pas a d'autres derives oxygenes . 

. Mesure de la auantite de nitrite produit : 

La production de NO est donnee par la formation 
du N02" accumule dans le milieu de culture en utilisant 
une reaction color imetr ique : la methode de Gr.iess 
(Hageman et Reed, 1980; Lepoivre et al . , 1989). Le reactif 
de Griess pho tosensible est obtenu en melangeant volume a 
volume sulfanilamide (1% dans HC1 1,2 N; Sigma) et 
N- ( 1 -naphtyl ) ethylenediamine dihydrochlorate (3% dans 
l'eau; Sigma); un volume de 200 ^.1 de reactif est ajoute a 
100 jil d ' echantillon , incube 30 minutes a l'obscurite, 
puis 1 ' absorbance a 550 nm est mesuree a 1 ' aide d'un 
lecteur de plaque. Une gamme etalon est realisee pour 
chaque dosage en utilisant une solution de NaN02 '. 
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2) RpMiltats . 

a) nPtPr.tiQP de la formation — du coniuque 

MO-rv^-SA- **ns le milieu de culture de macrophages : 

Le NO produit in vitro par les macrophages 
actives par le BCG , induit la formation de NO-Cys-SAB a 
partir du conjugue Cys-SAB prealablement ajoute dans le 
milieu. Ce dernier joue le role d'une'cible, de reservoir 
et d' une forme stable de NO produit. Le derive nitrosyle 
forme est detectable par les experiences de competition. 
En presence de NMMA, il a ete note une inhibition de la 
syn these de NO et 1' absence de signal. 

La figure 6 represente la cinetique de formation 
et la concentration en NO-Cys-SAB forme dans le 'surnageant 
de culture des macrophages actives determinees 
differents temps d ' incubation : 0, 3, 4, 6, 8, 11, 14, 18, 
et 20 h en utilisant 1 ' antiserum "C" - Le meme procede a 
ete applique aux cellules non activees et au milieu de 
culture seul en presence ou non de NMMA. La concentration 
(um! de NO-Cys-SAB forme a partir de la courbe de 
1-avidite de 1 ' antiserum »C" a ensuite ete calcul.ee. 

Les surnageants de culture des macrophages 
normaux ont ete testes de la meme facon; aucune formation 
de conjugues nitrosyles n'a ete trouvee . 

b) Detection_des eoitones nitrosyles p ar le test 

ELI SA : 

La SAB nitrosylee a pu etre detectee par le test 
ELI SA en utilisant les deux Ac "T" et "C" dilues au 
1/1000. Ces tests montrent une reconnaissance par ces Ac 
des epitopes tels que le NO-Tyr et le NO-Cys, formes au 

niveau de la NO- SAB. 

Les deux Ac ont donne des valeurs du meme ordre 
avec les macrophages actives et normaux, en presence ou en 
absence de NMMA. Dans le tableau 2 ci-dessous les valeurs 
representent la moyenne et 1'ecart-type de 5 
experimentations . 



WO 98/29452 




T/FR97/02412 



Tableau 2 





DO (4 92 run) /NO- SAB 


Concentration 




NMMA 


anti-NO-Tyr 


anti-NO-Cys 


oe NO2 




0 , 5mM 


1/1000 


1/1000 


(HM) 


Macrophages 




0,241 


0, 261 


26 , 00 






± 0,051 


± 0, 034 


± 2,00 


BCG 


' + 


0,096 


0, 099. 


3, 00 






± 0,018 


± 0, 034 


± 0, 005 


Macrophages 




0, 125 


0, 116 


2, 00 






± 0,031 


± 0, 02 


± 1, 00 


Normaux 




0, 143 


0, 112 


2 , 00 






± 0, 004 


± 0,018 


±1.00 



En presence de NMMA, les DO obtenues avec les 
macrophages actives sont ciminuees d' environ 2,5 par 
rapport a celles obtenues en absence de NMMA . Par contre 
avec les macrophages normaux, on ne note pas une grande 
difference dans les DO obtenues en absence ou en presence 
de NMMA, et d ' en postuler alors que ces- valeurs' ne 
correspondent pas a une liaison Ac-epi tope-NO . 

La production de N02~ a aussi ete determinee 
pour suivre la synthese de NO, ainsi lors de 1 ' utilisation 
de NMMA la concentration de N02" est passee de ~ 26 pi a 
une valeur de 1 ' ordre de 3. Avec les macrophages nb'rmaux 
aucune difference de la concentration n'a ete trouvee. 

c ) Neutralisation de l'effet cvtostatioue et 
cvtotoxioue de NO par les Ac polvclonaux : 

Le role cytostatique et/bu cytotoxique de ■ la 
NO-SAB formee dans les cocultures de macrophages actives 
IT. musculi a ete suivi durant plusieurs jours. Nous avons 
observe que la NO-SAB a inhibe la multiplication des 
parasites et que 1 ' utilisation des Ac de 1' invention a 
bloque cet effet. Les memes resultats sont obtenus quand 



WO 98/29452 



46 



PCT7FR97/02412 



10 



15 



25 



les surnageants covenant NO- SAB ont ete transfers dans 
des puits de co-culture macrophages normaux IT. musculx. 

, Les figures 7 et. 8 representent le nomDre de 
parasites denotes tous les jours pendant 4 D ours dans 
les differents puits de culture: 

- Apres incubation des trypanosomes avec la 
N0 -SAB selon'les deux precedes cites dans "Materiels et 
Nethodes" en absence ou en presence du serum de lapin 
normal ou de 1'anti-SAB. le nombre des parasites est reste 
Presque stable puis a dimxnue vers le 4eme D our. Ces 
resultats montrent 1" effet trypanostat ique de NO 
transports sous la forme de - NO-proteine " et 1 ■ effet 
cutostatique et / ou cytotoxic qui- s' est revele par la 
diminution du nombre des parasites . 

- En revanche, lorsque les Ac "TV "C" ont ete 
a D outes aux milieux de culture, le nombre des parasites a 
evolue de 104 a 106 parasites/ml entre les 2eme et le 4eme 
jours~d' incubation. Ce meme effet a egalement ete constate 
lorsque NMMA a ete ajoute dans les milieux de culture des 
macrophages actxves. Ceci montre un role inhibitor de ces 
m olecules sur 1' effet cytostatique et cytotoxique 
dependant du NO qui pourrait etre du a la NO - SAB ou meme 
aux epitopes nitrosyles (NO-Cys ou NO-Tyr) formes au 
niveau de la SAB nitrosylee. 

La figure 7 represente 1 ' inhibition de 1' effet 
cytostatique des macrophages BCG sur le T. musculi in 
vitro en presence de NMMA (0,5 mM) , des .antiserum <-T") ou 
CC") utilises au 1/100. Les cocultures de trypanosomes et 
de macrophages BCG en" milieu normal et en milieu. 
• supplement avec du serum de lapin normal ou d'Ac anti- 
SAB ont ete utilises comme controles . 

La figure 8 represente 1' effet cytostatique des 
surnageants contenant NO-SAB provenant des macrophages 
actives et ajoutes a des macrophages normaux contenant oes 
.5 T mu'sculi. inhibition de cet effet en presence de NMMA 

(0 5 mM). des antiserum ( " T " ) ou <-C»> utilises au 1/100. 
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Absence de I'effet inhibiteur en presence d'un serum de 
lapin normal ou d'Ac anti-SAB (1/100). 

Chaque point des courbes des figures 7 et 8 est 
le resultat de 4 experiences. 

5 

3 ) Discussion . 

Les resultats ci-dessus montre I'effet 
cytostatique ec/ou cytotoxique de NO (sous forme de 
NO-SAB) sur les trypanosomes extracellulair es . lis. 
K) revelent egalement que les derives nitrosyles formes dans 

• les milieux de culture des macrophages actives, en 
presence de SAB, sont suf f isamment stables pour etre 
detectes par voie immunochimique . 

La haute specif icite des anticorps polyclonaux 
15 de 1 ' invention a permis le blocage de I'effet de NO 

" t ransporte" au niveau des tr^anosomes. On peut conclure 
qu'une des formes de transport de NO lors de ses actions 
cy tos tat iques -pourrait etre (NO-prot eine ) ou 
( NO-ac ide-amine ) . Ajoutons aussi que le signal 
20 immunochimique disparait quand le NMMA est utilise ou 

quand le surnageant provient des macrophages normaux avec 
ou sans IsJl v IMA.. 

Ces travaux ont permis de mettre en evidence in 
vitro une nitrosylation de la SAB lors de son exposition a 
■25 NO produit a pH 7 , a partir de macrophages actives par le 

BCG . Cette nitrosylation se traduit par une modification 
de certaines molecules. Celles-ci sont cytotoxiques pour 
les parasites et portent des epitopes nitrosyles, qui sont 
la tyrosine et la cysteine nitrosylees, reconnus par les 
30' Ac polyclonaux de 1' invention. 

IV - PREPARATION D 1 ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES 
CQNTRE DES CONJUGUES NO-CYS-GLUTARALDEHYDE COUPLES A UNE 
' PRQTEINE PORTEUSE. 

35 

Comme deja indique, les derives nitrosyles 
interviennent dans de tres nombreux mecanismes 
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physiologiques et physiopathologiques (inflammation, choc 
septique. maladies autoimmunes , . . . Moncada et al . . 1991;. 
Nussler et Billiar. 1993; Stevanovic-Racic et al . . 1993; 
Anggard. 1994) de 1 • organisme . II est done capital 
d'obtenir des molecules capables de detecter et de bloquer 
ces derives NO, qui peuvent detruire des agents pathogenes 
et bloquer une fonction biologique majeure de 1' organisme . 

L'approche polyclonale rapporte precedemment a 
centre la possibility de blocage de l'effet cytostatique 
et cytotoxique de NO sur ies T. muscuii . Neanmoins, 
I'heterogeneite de la reponse immunitaire ne permet pas a 
, ces immunserums d'etre suffisamment performants pour des 
etudes complexes, ou 1 ■ attention est portee sur un epitope 
unique. Pour conf inner _ 1 ' effet de NO sur les trypanosomes 
et pour eviter des accrochages non specif iques. il a 
egalement ete developpe une approche monoclonale. Les 
Inventeurs ont. done induit des " Ac monoclonaux diriges 
centre le conjugue NO-Cys-G-proteine . Cet Ac monoclonal a 
servi dans un premier temps comme outil de detection- in 
vitro de certains sites de fixation de NO (tels que la 
cysteine) au niveau des parasites, et dans un deuxieme 
temos d" inhibition in vivo du developpement des maladies 
mflammatoires telles que 1 ' encephalite autoimmune et 
1-arthrite inf lammatoire exper imentales chez des rattes 
Lewis. 

1) Materiel et me thodes . 

a) Svnthese de 1 ' jm mnnoaene : • 

L'immunogene utilise dans la production de 
l'anticorps monoclonal est la Cys couplee par le (G) sur 
la SAB'ou SAH puis nitrosylee par le NaN0 2 - conformement 
au protocole decrit.en detail precedemment. 

b) Voie d ' immunis ation — l 



^5 - Voie intraperitoneal^ — L IP) : 

Des souris agees de 5 semaines, provenant de la 
lignee cosanguine Balb/c (IFFA CREDO), ont ete immunisees 
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par voie IP avec 100 jig d ' immunogene en adjuvant complet 
de Freund, pour la premiere immunisation. Les autres 
injections ont ete faites en utilisant 1' adjuvant 
incomplet de Freund. 

- Voie Ivmphatioue: coussinet olantaire (CP) : 
A partir d'une solution de 1 mg/ml ("dans le TPS) 
de conjugue, des souris Balb/c ont regu une injection dans 
les (CP) tous les- trois jours pendant 10 jours (3 
injections). Certaines ont regu une quatrieme injection 
pour augmenter le titre et I'avidite de la reponse Ac. 

c ) Obtention d ' Ac monoclonaux diriaes contre la 
NO-Cvs -G coniuauee oar la technique de 1 ' hybridation 
lvmohocvtaire et selection monoclonale : 

Les souris ont ete immunisees en alternance avec 
les immunogenes NOCys-G-SAB et NO-Cys-G-SAH ; lorsque le 
titre, I'avidite et la specif icite des Ac produits ont ete 
estimes satisfaisants, les souris select ionnees ont ete 
laissees au repos pendant un mois avant de recevoir un 
rappel final par voie intraveineuse , 4 jours avant 
1 ' hybridation lymphocytaire . 

Les cellules spleniques (5 x 10 7 ) et le myelome 
SP2/0/Ag (2,5 x 10 7 ) (Shulman et al . , 1978) ont ete 
fusionnes avec du polyethylene glycol 1500 selon un 
protocole de fusion eprouve . La technique employee est 
derivee de celle proposee par Kohler et Milstein (1975), 
amelioree par Lane (1985), et adaptee au laboratoire pour 
les petites molecules (Chagnaud et al . , 1987; 1989a, b; 
1990) . Les cellules fusionnees sont ensuite cultivees en 
milieu selectif: PvPMI.1640 enrichi en L~glutamine (2 mM) , 
en ant ibiotiques penicilline/streptomycine et supplements 
en serum' de veau foetal (10%) contenant 50 |J.M 
d ' hypoxanthine et 10 (J.M d'azaserine. Apres dix jours .de 
culture, les puits contenant des hybridomes ont ete 
denombres : Les clones producteurs d ' Ac specif iques ont 
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ensuite ete cribles a 1 ' aide du test ELISA et sous-clones 
selon les etapes suivantes: 

Pour le premier criblage, tous les clones ont 
ete testes sur les conjugues suivants : NO-Cys-G-SAB. 
S Cys-G-SAB' et SAB-G. Les Ac de chevre anti-Ig de s.ouris 

sont utilises a une dilution de 1/5000 pour la revelation 
des clones positifs et par ticulierement specif ique de 
1 • immunogene (NO-Cys-G-BSA) . - . 

- Ensuite, les clones positifs ont ete 
10 sous-clones ( Sous -Clonage 1) pour obtenir une 

cellule/puits. Apres une semaine de. culture les clones ont 
ete.retestes sur des plaques ELISA adsorbees par les 
conjugues cites ci-dessus; 

- Apres le premier sous-clonage nous avons 
15 realise des etudes- de la specif icite des clones positifs. 

Ainsi, une etude de la dilution a ete realisee dans le but 
d-obtenir une DO - 1 pour effectuer les tests de 
competitions selon le meme precede que celui decrit 
precedent ; 

:() _ Les clones qui ont montre une specif icite pour 

le conjugue NO-Cys-GSAB ont ete sous-clones pour une 
deuxieme fois ( Sous -Clonage 2) et retestes sur _ des 
conjugues nitrosyles ou non diferents : (NO-Cys-G-BSA ; ' 
Cys-G-BSA; NO-Cys-SAB; Cys-SAB; NO-Tyr-G-SAB ; Tyr-G-SAB; 
25 NO-Tyr - SAB ; Tyr-SAB; SAB-G; ainsi que la NO-SAB). Les 

resultats de tests ELISA indirects, ainsi que des tests de 
competition ont permis de choisir les meilleurs clones; 

- Apres ces deux sous-clonages qui ont permis de 
s' assurer de la monoclonalite des hybridomes, les clones 
30 choisis ont ete conserves dans del' azote liquide. La 

production en masse des Ac a ete effectuee en liquide 
d-ascites (Potter, 1976) et les Ig ont ensuite ete 
purifiees par precipitation au sulfate d' ammonium. 
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2 ) Resultats . 

a) Analyse spprrroph o rnmetriaiip de 1 ■ i mmunooene 
utilise oour i'approche monoclonale — l 
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La nitrosylation du groupement SH de la Cys 
couplee a ete suivie par spectrophotometries La figure 9 
represente 1 ' analyse spec trometr ique de 1 * immunogene NO- 
Cys-G-SAB et de son homologue structural Cys -G- SAB en 
fonction de la longueur d 4 onde . La bande d'absorbance de 
NO pour le conjugue NO-CysG-SAB a ete detectee enure les 
longueurs d" ondes 340 et 640 nm. Le spectre du conjugue 
Cys-G-SAB qui a ete obtenu avant ni trosylation montre une 
absence d'absorbance entre ces deux longueurs d ' ondes . 

II convient aussi de remarquer que la zone 
d'absorbance obtenue avec le NO-Cys-GSAB est plus 
importante que celle du conjugue NO-Cys-SAB malgre le 
meme rapport de couplage des deux conjugues. Ceci pourrait 
etre du au type de couplage et done a 1" exposition de 
l'haptene accessible a NO . 

Le tableau 3 ci-dessous donne la structure 
moleculaire de 1 1 immunogene NO -Cys -G- SAB et Cys-G-SAB : 

Tableau 3 



Cys-G-SAB 

(cysteinylglutaraldehyde) 


SH-CH 2 -CH-NH- (CH 2 ) 5-NH-SAB 
COOH 


NO-Cys-G-SAB 

(NO-cysteinylglutaraldehyde) 


NO-S-CH 2 -CH-NH- (CH 2 ) 5-NH-SAB 
' COOH 



b) Evolution de 1 ' immunisation des souris : 
- Souris immunisee oar voie (IP) : 

La dilution optimale de 1 1 Ac primaire est de 
1/8000. On note l 1 evolution de deux reponses immunes : une 
est importante, dirigee contre le NO-Cys-G-SAB a ete 
obtenue apres la troisieme immunisation. Elle est suivie 
d'une 2eme qui est plus faible. C'est cette demiere qui a 
ete dirigee contre l'haptene et la proteine porteuse. 
(Cys-G- SAB). LA figure 10 represente Involution au cours 
de 1 • immunisation de la reponse en anticorps chez la 
souris immunisee par voie intraper i toneale . La meme 
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dilution de 1-Ac primaire a ete utilisee pour 1 ■ etude de 
l-avidite et de la specif icite. 

_ Sour is immunise ' 5 dans les — LQPj — L 
Apres la troisieme immunisation,. il a. ete 
remarque 1' apparition de la reponse dirigee contre le 
NO-Cys-G-SAB. et 1 • absence de reconnaissance du Cys-G-SAB. 
La figure 11 represente 1'evolution au cours de 
!• immunisation de la reponse en anticorps chez la souris 
immunisee dans les coussinets plantaires (CP) . Le titre 
obtenu apres cette immunisation etant insuffisant pour la 
caracterisation de 1 ' Ac (DO < 0,5). une 4 erne immunisation 
a ete effectuee pour ameliorer le titre et l'avidite. 

c) rarafiri^Hnn i m mnnochimi nue des serums 
Wnmuns. ^ souris 



Etude ^ Tavidi V p ^ de la snecificite des 
rehouses Qb^enues_chez les. deux souris irnect^s oar deux 
voles d' immunisation d i ff ^rentes : 

L'avidite et la specificite de la reponse 
anti-NO-Cys-G-SAB ont ete evaluees par ' rapport a 
1-rmmunogene et ses analogues structuraux, nitrosyles ou 
non . 

Souris immunises par voie (IP) — l 
La figure 12 represente l'avidite et la 
specificite des anticorps anti-NO-Cys-G de la souris (IP) . 
Les courbes de Replacement sont obtenues apres. des tests 
de competitions en presence de 1 ' anticorps et de chacun 
des conjugues indiques . Apres incubation de 1 ■ immunogene 
avec l'anti-NO-Cys-G-conjugue dilue au 1/8000 l'avidite de 
cet antiserum a ete evaluee au demi Replacement . Elle est 
de 1,1 -x 10- 8 M. Quand aux autres competiteurs utilises 
(Cys-G-SAB; NO-Cys-SAB; Cys-SAB; et la SAB-G) une 
reconnaissance tres faible a ete trouvee pour le Cys-SAB 
et la SAB-G avec respectivement une IC50 de 10 M et 5,6 
x 10- 6 M. Malgre ces reactivites croisees le NO-Cys-G-SAB 
est le conjugue le mieux reconnu. 
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. Souris immunisee vOar voie (C?) : 

La figure 13 represente 1 ' avidite et la 
specif icite des ancicorps anti-NO-Cys-G de la souris (CP) . 
Les courbes de deplacemenu sont obtenues apres des tests 
de competitions en presence de l'anticorps et de chacun 
des conjugues indiques . Apres la quatrieme immunisation, 
les Inventeurs ont remarque, dans le serum de cette 
souris, une augmentation du titre (devenu 1/70 000) et de 
1 'avidite de 1 1 anti-NO-Cys-G-con jugue . L ' avidite de 1 ■ Ac 
est caiculee a partir de la courbe de deplacement obtenue 
apres incubation du serum et de 1 ' immunogene de la figure 
13. Elle est egale a 4 x 10-9 M. 

En ce qui concerne 1' etude de la specif ite, les 
molecules utilisees (Cys-GSAB; NO-Cys-SAB; Cys-SAB et 
SAB-G) n'ont pas montre un deplacement des valeurs des DO 
ce qui signifie 1' absence d'un accrochage non specif ique 
avec cet Ac au niveau de ces conjugues. 

Par comparaison de ces deux types d'anticorps 
polyclonaux diriges contre le meme epitope (NO-Cys-G) , ne 
differant que par la voie d ' administration de 
1 • immunogene , des valeurs de titre et d'avidite 
differentes ont ete obtenues. En outre, chez la souris 
immunisee par voie CP la reponse a 'ete plus precoce ( au 
bout de 10-15 jours) (figure 11) et plus specifique que 
chez la souris immunisee par voie IP. Pour cette derniere, 
(figure 10) la reponse immunitaire a ete trouvee.dans un 
delai bien reconnu pour cette voie d 4 immunisation 
classique et qui varie entre 20 et 30- jours. 

d) Caracterisation des anticorps monoclonaux : 
Le sang des souris choisies pour la realisation 
de cette approche monoclonale a ete recupere au moment du 
prelevement de la rate. Le signal sur le conjugue 
nitrosyle correspondant a ete analyse. - . 

Apres 10 jours .de culture en milieu selectif , le 
rendement de la fusion (nombre de puits ayant un ou 
plusieurs clones) a ete de 25 % pour la fusion des 
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lymphocytes de la souris immunisee en ([P). En revanche 
pour la fusion des lymphocytes a partir de la rate de 
souris immunisee dans les (CP) , le rendement a ete de 
97 %. 

Tous les puits ont ete testes . et le rendement 
(nombre de puits positifs apres un test ELISA) voisin de 
85%. Tous les hybridomes selectionnes ont reconnu 
1 ' immunogene. Le bruit de fond de la reponse (signal 
rmmunoioqique sur le conjugue non ni trosy 1 e / s ignal 
' immunologique sur le conjugue nitrosyle) a ete dans tous 
les cas inferieur a 10%. 

Les clones qui reconnaissaie.nt les dif ferents 
conjugues n 1 ont pas ete selectionnes. 

- Avidite des Ac monoclona ux an t i -NQ-Cys -G 
coniuauee ; 

Le surnageant contenant les anticorps 
monoclonaux anti NO-Cys-G a ete dilue au 1/5, et le 
liquide d'ascites au 1/30 000. Ces dilutions ont ete 
choisies pour donner une DO optimale - 1 , 0 a 492 nm. La 
figure 14 rapporte 1 1 avidite et la specificite des Ac 
monoclonaux anti-NO-Cys-G . Les courbes sont obtenues apres 
des tests de competition en presence de 1'Ac et de chacun 
des conjugues indiques . Ces tests de competition realises 
en incubant 1 ' immunogene NO-Cys-G-SAB en presence du 
surnageant, montrent une avidite de 4 x 10-9 M. Le liquide 
d'ascites utilise au 1/30 000 a donne une avidite de 2 , 5 x 
10" 8 M. Cette difference dans 1' avidite peut etre due a la 
presence dans le liquide d'ascites preleve a partir de 
D souris, de facteurs, de proteines ou de complexes imirmns 

qui inhibent les reponses specif iques . 

- Specificite des Ac monoclonatLx a nti-NO-Cvs-G 
coniuauee : 

5 La specificite des Ac monoclonaux a ete etudiee 

par incubation du surnageant de culture des hybridomes a 
une dilution finale de 1/5 avec des conjugues presentant 
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une analogie structurale avec 1 ' immunogene: Cys-G-SAB ; 

NO-Cys-SAB; Cys-SAB; NO-Tyr-G - SAB ; Tyr-G-SAB; NO-Tyr-SAB; 

TyrSAB; et la SAB-G. Au demi -deplacement , un seul conjugue 

Cvs-SAB a ete reconnu avec une specificite de 4 x 10-6 M 
(figure 14). Ces resultats montrent que le conjugue 

NO-Cy s -G-SA3 est le mieux reconnu par ces Ac monoclonaux. 

Malgre 1 'absence de competition avec la NO- SAB, 
les tests ELISA indirect ont montre que 1 ' Ac monoclonal 
reconnait la proteine nitrosylee. Le surnageant (1/5) et 
le liquide d' ascites (1/30 000) ont donne respectivement , 
des DO de 0,36 ± 0,085 et 0,54 ± 0,12. Les resultats 
r epr esentent la moyenne et l'ecart-type de trois 
experimentations . 

- Determination de 1 1 isotvoie des ■ Ac monoclonaux 



detection des Ig de 
isotyping kit, Sigma), 
1 ' isotypie du clone 

3) Conclusion . . 

L' analyse des carac terist iques immunochimiques 
des Ac des souris antiNO-Cys-G conjuguee a montre que: 

- la partie immunodominante reconnue par les Ac 
est tou jours 1 ' epitope NO; 

une legere difference structurale entre 
1 ' immunogene et ses analogues structuraux est prise en 
compte par les sites Ac, confirmant le pouvoir 
discriminateur eleve de ces immunoglobulines . 

Ces Ac monoclonaux ont une haute avidite et 
specificite; .ces carac terist iques immunochimiques ainsi 
que la reconnaissance de la NO-SAB permettent leur 
utilisation dans des modeles biologiques bien definis. 



oroduits ; 

En utilisant un Kit de 
souris (Mouse monoclonal antibody, 
il a ete possible de determiner 
obteriu: Ig G 2b. 
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y _ nF.TKCTIQM D 1 ANT T GENES KITTRQSYLF.S F-T ROLE 
PROTECTED PES ANTTCORPS MnKIOPT.ONAUX . 

Lors de la reponse immune, 1 ' apparition ■ de 
molecules effectrices tr.es reactives (derives de 

1-oxygene, derives de l'azote ) est susceptible de 

modifier 1 ' an t igenicite des elements . reconnus par cette 
reponse. Ainsi, les antigenes portes par les 
microorganismes contre lesquels l'organisme elabore une 
reponse immune de type Thl avec production de derives de 
l'azote, peuvent aboutir a des derives nitrosyles et 
nitres. Ces antigenes nitrosyles peuvent done entrainer la 
synthese d'anticorps, leur presence et leur role eventuel 
sont done a etudier. Le fait que les derives nitres soient 
5 de bons immunogenes relativement bien connus (Kofler et 

al., 1992; Maeji et al . , 1992; Yuhasz et al . , 1995), et 
1 • existence averee d"an.ticorps anti-nitrotyrosine (Beckman 
et al., 1994a) nous ont amenes a postuler 1' existence de 
tels anticorps in vivo . 
0 Les Inventeurs ont done recherche, dans un 

premier temps,, la presence d • antigenes nitrosyles sur les 
cibles parasitaires, par une technique immunocytochimique , 
en utilisant des anticorps anti-nitroso-cysteine (poly- et 
monoclonaux) et anti nitroso- tyrosine (polyclonaux) . Dans 
>5' un deuxieme temps, ces antigenes nitrosyles ayant ete 
detectes, ils ont recherche la presence des anticorps 
correspondants dans le serum des animaux trypanosoit.es . Les 
trypanosomes representent une cible privilegiee du NO. 
Dans les- trypanosomoses , on constate, en effet une 
30 augmentation considerable du nombre et de l'activite des 

macrophages. Le role cytoscatique in vitro et 1' induction 
de la NO- synthase constatee dans les macrophages de sour is 
infestees indiquent que le NO pourrait etre implique dans 
les mecanismes effecteurs contre les parasites. De plus. 
35 les trypanosomes circulant chez leur note definitif (forme 

trypomastigote)- ont une mitochondrie non f onctionnelle , 
leur energie dependant de la glycolyse. Ils representent 
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done des cibles de NO beaucoup moins complexes que les 
autres agents pathogenes ou les cellules tumorales, d ' ou 
I'interet de leur etude. 

Si 1' effet cytostatique du NO sur le trypanosome 
naturel des souris ( T . musculi) et sur les trypanosomes du 
groupe brvcei (T. b. g&mbiense , T. b. rhodesiense, T. b, 
brvcei) , responsables des trypanosomoses humaines et 
animales a ete bien etabli in vitro, in vivo 1' effet du NO 
est beaucoup plus complexe. NO en effet participe aux 
mecanismes d '. immun o suppr e s s i on en inhibant la 
transformation et la multiplication des lymphocy tes , et de 
plus il induit I'apoptose. Le role immunosuppresseur de NO 
est important dans les trypanosomoses du fait de la 
quantite importante du NO produit. C ' est pourquoi, il est 
difficile avec les anticorps polyclonaux et monoclonaux 
d ' apprehender 1 1 etude des molecules nitrosylees et d ' un 
effet eventuellement protecteur lie a 1' injection de ces 
anticorps. Dans un troisieme temps, un role eventual de 
des anticorps poly- et monoclonaux de 1' invention, in vivo 
a done ete recherche dans des modeles experimentaux moins 
complexes, ou le role deletere du NO a deja ete fortement 
incfimine. 

A - Approche immunoevtochimioue . 
1) Materiel et methodes . 

Des macrophages peritoneaux provenant de souris 
activees par le BCG (source de NO), et des trypanosomes 
mis en co-culture, ont ete utilises. La souche parasitaire 
utilisee est T . brucei gcimbiense (T. b. gambiense souche: 
"Feo" ITMAP/- 1893). Ces parasites ont ete entretenus apres 
injection par voie (IP) (5 x 10 3 /souris) a des souris 
normales (Noireau et al . , 1989). 

- Les trypanosomes ont ete cultives dans des 
boites de Petri (35 mm) (Falcon Plastics) a 2 x 10 6 
parasites/ml/boite dans le milieu de culture Mc Coy 5A 
modifie (GIBCO) supplements avec 100 U/ml penicilline, 100 
pg/ml streptomycine , 25 mM Hepes, 2 mM sodium pyruvate, 
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0.2 mM- L-Cysteine en presence de macrophages peritoneaux 
actives ou non (Albright et Albright 1980; Hirumi et 
Kirumi 1989; Vincendeau et al . , 1985;' Oka et al . . 1988). 
Le NMMA a ete ajoute dans certaines boites a une dilution 
finale de 0,5 mM. Apres 12 h, la survie des parasites est 
evaluee dans les puits en presence des macrophages normaux 
ou actives, avec ou sans NMMA. La SAB delipidee a ete 
ajoutee dans le milieu de culture a 4 mg/ml comme porteur 
de NO. Le surnageant contenant les parasites est recupere 
apres 12 h pour realiser une fixation des parasites en vue 
du test immunocy tochimique . 

- La fixation des trypanosomes est realisee sur 
des lames degraissees par des solvants organiques 
(Ether-Alcool) . La fixation la plus appropriee a ce 
protocole est realisee par cytocentrif ugation (Shandon 
Elliott cytospin) a lOOg pendant- 10 min . Apres fixation, 
les lames sont sechees, puis apres une etape de saturation 
par le tampon T3S-SAB (1 g/D les differents anticorps ' 
primaires sont ajoutes. L ' incubation a lieu pendant 1 h 
dans une chambre humide a la temperature ambiante (Harlow 
et Lane, 1988). L'anticorps monoclonal ant i-NO-Cys -G 
(surnageant) a ete utilise au 1/50; le serum de souris 
normale utilise a la meme dilution; les anti-serums 
polyclonaux (lapin "T" et "C") et un serum de lapin non 
immunise ont ete employes a une dilution finale de 1/10000 
pour comparer leurs marquages avec celui de l'anticorps 
monoclonal. Le tampon seul a ete utilise sur quelques 
lames comme controle negatif. 

L' incubation des anticorps primaires est suivie 
par le traitement des lames par les Ac secondaires marques 
a la peroxydase a une dilution de 1/5000 dans le TPS- SAB. 
La revelation est ensuite realisee par le 3-3*- 
• Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB; Sigma) a 60 %, 
H2O2 (0,03 %) dans le TBS. 
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2 ) Resultats . 

Le marquage immunocy tochimique a fort 
gross issement (x 100) est montre a la figure 15 : 

- l'anticorps monoclonal anti-NO-Cys-G : 

a donne des marquages ( immunoreact ivites ) 
bien nets au niveau des trypanosomes co-cultives en 
presence des macrophages actives (Photo 1 ) ; 

. un marquage beaucoup plus faible a ete obtenu 
en co-culture de macrophages actives / trypanosomes, en 
presence de NMMA (0,5 mM) (Photo 2); 

aucun marquage n'a ete obtenu' sur les 
trypanosomes cocultives avec des macrophages normaux . 

Une absence totale de marquage des 
trypanosomes a- ete obtenue lors de 1 1 utilisation d 1 un 
serum de souris normale (Photo 3) . 

- Aucun marquage des trypanosomes n'a ete obtenu 
lors d.e 1 * utilisation de l'anticorps secondaire (anti-Ig 
souris marque a la peroxydase) en absence d ' un anticorps 
primaire. 

Ces resultats affirment la positivite du 
marquage obtenu dans la photo 1 . 

- Anticorps polyclonaux "T" et "C" : 

. l'anticorps "C": la photo 4 de la figure 15 
montre une intensite tres proche de celle de 1 ' Ac 
monoclonal ; 

. 1 ' anti-NO-Tyr ("T"), donne un marquage positif 
d'une intensite moins forte que les deux types d' anticorps 
(mono- et polyclonaux) diriges contre 1* epitope NO-Cys 
(photo 5) ; 

. 1 1 utilisation des Ac-"T" et "C" avec les 
macrophages normaux, a donne un marquage des trypanosomes 
tres faible, en comparaison' de ceux obtenus en presence 
des macrophages actives. 

- L ' Ac primaire d ' un lapin normal a donne une 
absence de marquage (Photo 6) . 
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- Quand les Ac anti-Ig de lapin marques a la 
peroxydase ont ete utilises en absence des anticorps 
primaires, aucun marquage n'a ete observe. 

3 ) Pi scussion . 

Les travaux realises montre' l'effet cytostatique 
et cytotoxique de ' NO au niveau des parasites 
extracellulaires tels que les T . b. brucei, T. b. 
gambiense et T. musculi (Vincendeau et Daulouede, 1991; 
Vincendeau et al . , 1992; Daulouede et al . , 1994), de meme 
que l'effet cytostatique/cytotoxique de NO au niveau des 
T. musculi par la SAB nitrosylee. Cet effet est amplirie 
en presence d ' un porteur proteique dans le milieu de 
' culture et inhibe en presence d 1 un anticorps "C" ou de 
NMMA, ce qui demontre'le role microbicide eventuel de NO. 

Ce modele d' etude de la cytotoxicity de NO est 
un modele simple et facile a mettre en- evidence par 
comparaison avec 1 ' utilisation d'autres modeles tels que 
ceux des cellules tumorales . Ces dernieres one des 
metabolismes beaucoup plus complexes que celui des 
trypanosomes, et leur separation des macrophages est plus 
• difficile que celle des trypanosomes que 1 1 on peut 
prelever a partir des surnageants de co-cultures 
(macrophages /parasites). 

De plus, T. b. gambiense a ete utilise au lieu 
des T. musculi car la seconde souche est beaucoup plus 
sensible que la premiere a 1 ' action de NO ou de ses 
derives. Les T. musculi necessitent 48 h pour que NO, 
produit par des macrophages actives par le BCG , ait un 
effet cytotoxique de 1 ' ordre de 90%. D'autres molecules, 
comme la suramine, exergant un effet sur les trypanosomes, 
necessitent un porteur (SAB) pour se fixer au niveau des 
parasites (Collins et al . , 1986; Lopez et al . , 1992; 
Vansterkenburg et al . , 1989 ). NO etant beaucoup plus 
reactif que la suramine, il necessite 1 ' utilisation d'un 
porteur assurant le transport, la stabilite, le relargage 
et la transnitrosylation. Celle-ci peut avoir lieu par 
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echange de NO entre proteine porteuse. et proteines et/ou 
acides amines au niveau des trypanosomes, ainsi que sur 
d'autres sites parasitaires non encore detectes. La 
stabilite de la liaison NO au niveau de ces sites peut 
varier. de quelques "secondes" voire quelques "heures" 
avant qu'il ne soit oxyde en NO2" en presence d 1 02 - 

Toutes ces donnees incitent a utiliser la souche 
gambiense comme cibie de NO et la SAB delipidee comme 
portfeur de NO. Pour la detection des derives nitrosyles 
telle que la NO-SAB ou des cibles parasitaires qui ont 
fixe NO", les anticorps monoclonaux ant i-NO-Cys-G et les Ac 
polyclonaux • "T" et M C" ont ete utilises. Pour elargir le 
spectre de detection des produits nitrosyles, 
1 ' utilisation d'anticorps diriges contre differents 
epitopes NO et ayant des avidites differentes permet 
d'etre plus- precis dans la resolution du probleme pose. 
Les marquages immunocy tochimiques obtenus avec les 
anticorps poly- et monoclonaux confirment la stabilite des 
derives nitrosyles au niveau des trypanosomes . 

Ces resultats ouvrent de~ nouvelles perspectives 
in vivo et in vitro, pour des pathologies met t ant en jeu 
le role de NO, telles que les maladies neurodegeneratives, 
maladies inf lammatoires chronigues et aigues, ainsi que 
des maladies inf lammatoires/autoimmunues telles que la 
sclerose en plaques et la polyarthrite rhumatolde. 

Ces nouvelles perspectives sont fondees sur -: 

- la mise en evidence chez des souris parasitees 
d'anticorps developpes contre des epitopes nitrosyles; 

- le developpement chez des rattes Lewis de 
modeles . exper iment aux ( 1 ' encepha 1 i t e autoimmune 
exper imentale et la polyarthrite a adjuvant) qui sont 
respect ivement des modeles de pathologies humaines: 
sclerose en plaques et polyarthrite rhumatolde. Le but est- 
la mise en evidence in vivo du role de NO dans le 
developpement de ces deux pathologies et la neutralisation 
de ces effets nocifs en utilisant les anticorps 
monoclonaux de 1' invention. 
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B _ m*<* en evidence d^ g nfi corps dixjoes 

^onJ^d-^^ 
n^rasitees . 

1) Maf-erie? et methodes : , 
, Des souris Swiss sent infestees avec trois 

souches de parasites . j. » 

(souche- ANTAT 1.1) et T. /nusculi. Ghaque souris regoit 
50000 parasites par voie intraperi toneale . Puis la 
parasitemie est evaluee a partir du 3eme jour apres 
0 infestation. On preleve ensuite le sang des souris au Seme 

jours (delai limit e de la survie des souris parasitees par 
T . b. gambiense et T. b. brucei et au 21eme ]cur pour les 
souris infestees par T. musculi: 

Plusieurs conjugues nitrosyles ont ete prepares 
,S pour cette etude immunoenzymat igue , NO- SAB ; NO- SAB 

delipidee; NO-Cys-SAB; NO - Ty r - SAB ; NO-Cys-G- SAB ; 
NO-Tyr-G-SAB et NO-Tryp-G- SAB . Les analogues structural 
non nitrosyles ont ete aussi utilises dans les memes 
. conditions. 

Les serums ont ete dilues au 1/1000 et les Ac 
- secondaires ont ete utilises a une dilution finale de 
1/5000. - 
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2) RpRiiltats . 

_ s^ojise i m^nn^na^ue sur des ronjuaues 
nitrosv les : 

La recherche d'Ac diriges centre des epitopes 
nitrosyles dans les serums -des sour is trypanosomees a ete 
effectuee sur une population constitute de : 15 souris 
infestees par T. musculi (groupe 1). 15 souris infestees 
par T b. brucei (groupe 2), et 15 souris infestees par T. 
b. gambiense (groupe 3). Les serums provenant de 15 souris 
normales ont ete employes comme controles. 

Les moyennes des DO obtenues sur different* 
epitopes nitrosyles ont ete calculees pour chague groupe 
de souris cites ci-dessus. Les figures 16 a 22 montrent 
les valeurs en DO pour les serums des souris normales et 



WO 98/29452 




CT7FR97/02412 



des souris parasitees. Les DO obtenues sur les molecules 
ont ece corrigees par la sous traction des DO obtenues sur 
les analogues structuraux non nitrosyles qui ont servi 
comme blanc dans le test ELISA. Ces figures 16 a 22 
S correspondent respect ivement aux reponses sur les epitopes 

suivants: NO-SAB; NO-SAB delipidee; NO-Cys-SAB; 
NO-Cys-G-SAB; NO-Tyr-SAB; NO-Tyr-G-SAB et NO-Tryp-G-SAB . 
Chaque valeur de DO est une moyenne de 2 determinations, 
les barres sur les figures montrent les moyennes 
10 (calculees par le test de Mann-Whitney) des DO de chaque 

groupe de souris. 

- NO- SAB et NO-SAB delipidee : 

Ces proteines nitrosylees ont ete reconnues 
15 uniquement par les souris infestees par la souche T. b. 

gztmbiense . Les moyennes et les ecarts-types obtenus sont 
de 0,25 ± 0,029 (NO-SAB) et 1,1 ± 0,006 (NO-SAB 
delipidee) ... 

20 • - NO-Cvs-SAB et NQ-Cvs -G - SA3 : 

Un signal i mmun o 1 og i qu e statiquement 
significatif (p < 0,0001) a ete trouve uniquement chez les 
• souris trypanosomees . Les moyennes et les ecarts types 
obtenus sont les suivants: 
.-'25 Groupe 1 : 0,75 ± 0,39 (NO-Cys-SAB) ; 0,87 ± 0,37 

(NO-Cys-G-SAB) ; 

Groupe 2 : 0,60 ± 0,30 (NO-Cys-SAB); 0,30 ± 0,15 
(NO-Cys-G-SAB) ; 

Groupe" 3 : 0,90 ± 0,34 (NO-Cys-SAB) ; • 1 , 10 ±0,41 
30 (NO-Cys-G-SAB) ; 

- NO-Tvr-SAB. NO-Tvr-G-SAB et NO-Trvp-G-SAB : 
Egalement un signal immunologique important et 
.statiquement significatif (p < 0,0001) est observe sur ces 
35 conjugues dans le serum des souris trypanosomees, et 

absent dans le serum des souris controles : 
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Groupe 1 : 0.72 ± 0,53 (NO-Tyr-SAB); 
(NO-Tyr-G-SAB) ; 0,60 ± 0.28 (NO-Tryp-G-SAB); 

Groupe 2: 0,62 ± 0,30 (NO-Tyr-SAB) ; 
(NO-Tyr-G-SAB) ; 0.95 ±0.33 (NO-Tryp-G-SAB) 

■Groupe 3 : 0,50 ± 0,2 6 (NO-Tyr-SAB) 
(NO-Tyr-G-SAB) ; 0,71 ± 0,22 (NO-Tryp-G-SAB); 



0.73 ± 0,27 
0, 60 ± 0, 15 
0, 93 ± 0,43 



Pou- les souris controles les moyennes et les 
arts-types obtenus sur les differents conjugues sent 
preserves dans le tableau 4 ci-dessous. 

Tableau 4 



ec 



NO- SAB 


NO- SAB 1 
delioidee 


NO-Cys- • 
SAB 


NO-Cys-G 
- SAB 


NO-Tyr- 
SAB 


NO-Tyr-G 
- SAB 


NO-Tryp 
-G-SAB 


. 0 . 02 
± 0 , 02 


. -0 


0. 03. 
±0, 04 


0,10 
± 0,03 


0, 02 
+ 0,02 


0, 11 
± 0 , 02 


0.11 
±0,01 
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3 ) r>i scussion . 

Les resultats obtenus montrent : 

- one difference de signaux iinmuriblogigues entire 
les serums centrales et ceux de souris parasitees^ 

- Des differences entre les groupes de souris 
parasitees ainsi gu ' entre les differents epitopes 
« ses. C=i Pourrait etre du au type de ceuplage gui 

oue un r61e dans la presentation de 1 • epitope nltrosyle 
euple a une proteine par une liaison P~«*£« 
(carbodiimide, ou par une liaison de type "amine pnmaire 

<G,: _ ces donnees confirment 1 • impl icat ion de NO 

dans ces parasitoses, gu'on peut resume! co-e 

d-une activation des macrophages en presence des P-"""» 

euivie d'une expression de la i»0S gui liber. HO « grande 

guantite pendant des beures. voire des Jours. 

exercer son effet cytostatigue ou cytotoxigue sur les 

par sites en se fixant sur leurs cibles prorogues et/oo 

an niveau des cellules du sol. 

n4 oepitopes nitrosyles differents. Ces antigen vent 
stimuler le system immunitaire qui va produrre 
anticorps dinges centre ces epitopes nitrosyles. 
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Acres avoir obtenu ces resultats chez les 
animaux et en raison du role even fuel de NO dans I'effet 
cytostatique et cytotoxique sur les parasites intra et 
extracellulaires . les Inventeurs ont etudie chez des 
malades attaints de pathologies parasitaires differentes 
( t rypanosomose , toxoplasmose , amibiase , hydat idose , 
paludisme) 1' evolution des signaux immunologiques contre 
des epitopes nitrosyles. Les resulats obtenus ont montre 
une difference significative entre les serums des malades 
atteints de trypanosomose ou de paludisme et ceux d'autres 
patients et temoins. Pour les premiers, les meilleurs 
signaux immunologiques ont ete obtenus sur les epitopes 
NO-Tyr-G et NO-Tryp-G . En revanche, pour les autres, les 
signaux immunologiques ont ete tres faibles meme sur ces 
deux epitopes. Les tests ont ete effectues sur 20 serums 
de chaque pathologie. 

C - Role protecteur des anticoros monoclonaux 
dans 1 ; enceohalite autoimmune et 1'arthrite inf lammatoire 
experiment ales 

1) Enceohalite autoimmune experimental e . 

Le . modele de 1 ' enceohalite autoimmune 
experimental (EAE) , a pour objectif de reproduire la 
demyelinisation observee dans la sclerose en plaques 
(SEP). C'estune pathologie demyel inisant e du systeme 
nerveux central (SNC) affectant la substance blanche. La 
myeline, gaine protectrice de fibres .nerveuses est la 
cible du processus pathologique . La degradation de 
celle-ci est responsable de 1 1 apparition des plaques. 
L'origine ' de la SEP est tres certainement 
rnul ti factor! ell e : genet i que , environnement , autoimmuni te 
et stress emotionnel (Antel et Cashman, 1991; Poser, 1992 ; 
Talbot, 1995). Cependant, 1 1 etiopathogenie exacte demeure 
inconnue. Plusieurs anomalies de la reponse immune^ a 
mediation cellulaire et humorale ont ete decrites (Brochet 
et Orgogozo, 1987; Olsson, 1995). Des hypotheses ont ete 
formulees concernant les reponses autoimmunes qui ont ete 
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trouv , es pendant 1. maladie. Bile, provog era-" un 
aupentauon de la production de NO par les 
Prophages /microglias, les cellules J^™ 
et/ ou ^endothelium du SNC . Deux mecanrsmes dans a 
., destruction cellulaire due au NO ont ete proposes (Sharon 

et al. . 1992) : 

- Cytotoxicity directe par NO. 

- Lesions dues a la formation de peroxymtnte a 
' oartir de 1 ' anion superoxyde et NO. 

,„ ' o^utres travaux ont rndigue le rdle de NO dans 

"' la se p .offn.r at al., 1989. villas et al 1991, 

^ ^ a i 1995* Weinberg- et 
Koprowski at al.. 1993; Van Da-, et al . . 199 = . 
J 199 4,\ et la presence des auto-Ac centre 1 epitope 
NOCys-G chez desmalades (Boullerne et al. 19 "> . 

Pour c»nfimer routes ces donnees postulant . le 
r61e de NO dans la SEP et surtout dans 1 ' EAE , le mooele a 
induit Cher des rattes Lewis en les rmmunisant avec un 
' peotide encephalitogene de la proteine basrgue ue la 
feline <PBm, de cooaye supplement, en ^«««» 
flans de 1' adjuvant. L'ob]ectif de cette 
in tuberculosis aans ue ^-^j 

pproche est de montrer 1 ■ implication du NO dans la 
Matron de neoepicopes done dans la symptomatology la 
maladie. par le blocage de ces epitopes par no s * c 
monoclonaux gui pourront avoir un role ,«™^. En 
parallele, Involution des reponses immunes centre des 
r/oantigenes nitrosyles et nitres dans les serums des 
rattes a ete etudiee. 
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- a) Mai-Priel et mPt-hndes. 
Desmodeles d'EAE Cher la rate Lewis ont ete 
proposes par differentes eguipes (Panitch et Ciccone. 
1981: Feurer et al . . 1985; Levine. 1986; Polman et al 
1988) . selon ces auteurs. ce modele indurt a com e 
avantage essentiel une incidence elevee des rechutes et 
une remarquable predictibilite . 



_ a^^Pne ejaceghaj 3 tiooene. 
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II a ete administre aux animaux le peptide 

svnchetique encephal i togene (Peninsula laboratories) de 

poids moleculaire 1730 da 1 tons dont la sequence reproduit 

eel le du. fragment de la PBM de cobaye entre les acides 

amines 68-84 dont la structure chimique est la suivante: 

Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln-Arg-Ser-Gln-Asp-Glu-Asn 
69 - 75 80 83 

- Animaux . 

Le travail a ete realise sur des rattes Lewis, 
(IFFA CREDO) , gene t iquemen t susceptibles a 1 1 EAE . Les 
rattes etaient reparties en lots homogenes d ' age compris 
entre 6 a 7 semaines . Trois groupes de rattes Lewis (poids 
moyen : 200 g) ont ete constitues. Chaque animal a recu par 
voie sous-cutanee dans les coussinets plantaires de chaque 
patte arriere 0,05 ml d'une emulsion d' adjuvant complet de 
Freund (ACP H37Ra, DIFCO )' con tenant : 100 fig du peptide 
68-84 de PBM de cobaye dans 0,05 ml de NaCl 0,9 %, plus 
0,05 ml d'ACF supplements par de 1 mg Mycobacterium 
tuberculosis (DIFCO) : 

Groupe "Temoin" : il est constitue de 7 rattes. 
Chaque animal a recu seulement 1' emulsion indiquee 
ci-dessus. 

Groupe " Aminoguanidine " : il est constitue de 5 
rattes. Ce groupe a regu en plus de 1 'emulsion, et apres 4. 
jours, une injection par voie sous-cutanee d'un inhibiteur; 
specifique de la iNOS qui est 1 1 aminoguanidine (25 mg/kg) ,.. 
une fois par jour pendant deux jours successifs (Reimers 
et al . , 1994). L'inhibiteur de la iNOS a ete utilise pour 
comparer son activite a celle de 1 * anticorps monoclonal 
anti-NO-Cys-G . . 

Groupe "Ac monoclonal" : il est constitue de 5 
rattes. Chaque rate a regu en plus de 1' emulsion, et apres 
4 jours, par voie sous-cutanee, 5 mg/kg d 1 Ac monoclonal 
purifie .par precipitation au sulfate d ' ammonium (Mrabet et 
al., 1991; Lagier et al.,' 1992). 
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_ Evaluation rl inioue des symotomes 

rhumatol^inues et- neurol ogi cues : 

Les animaux sont observes cli'niquement tous les 
jours apres administration de 1 'emulsion. 

Les tests cliniques ont ete evalues au moyen de 

criteres portant sur : 

L" apparition de 1' arthrite qui se caracterise 
par le score suivant : 0 = pattes normales;' 1 = oedeme 
moye n; 2 = oedeme plus evolue; 3 = arthrite inf lammatoire ; 
■4 = arfhrice inf lammatoire + difficulte a la marche ,- 5 - 
arthrite inf lammatoire ♦ difficulte a la marche + 
ulceration; 6 = arthrite inf lammatoire et purulente + 
grande difficulte a la marche + ulceration; 7 = arthrite 
inf lammatoire,. purulente, et sanglante + grande difficulte 

a la marche + ulceration. ; 

Le comportement et le tonus de chaque animal. 
Le score clmique suivant a ete attribue : 0 - normal; 1 = 
hypotonie de la queue; 2 = paralysie; 3 - paraplegie; 4 = 
tetraplegie.. Un score egal ou superieur a 2 est requrs 
pour affirmer 1' handicap neurologique (pousee d'EAE). Si 
ce score etabli regresse, les animaux sont en phase de 
remission. Par centre, lorsgue ce 'score clinique revient a 
une valeur au moins egale a 2, les animaux font une 
rechute (deuxieme poussee) . 

- Test immunoe TT7ymatiaue — l 

Des prelevements de sang sont effectues une fois 
par semaine pendant 5 semaines apres 1 ' administration de 
!■ emulsion. Les serums sont testes a une dilution finale 
de 1/500 dans les conditions optimales du test. La 
revelation des signaux a ete faite en utilisant des 
anticorps de lapin anti-Ig de rat marques a la peroxydase 
(Sigma) dilues a 1/5000. Ces serums ont ete testes sur les 

conjugues suivants : 

NO-Cys-G-SAB; Cys-G-SAB; et la SAB-G: les deux 
dernier s vont servir pour la correction des DO obtenues sur 
le conjugue nitrosyle. Le choix du NO-Cys-G-SAB repose sur 
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ie fait que 1'anticorps monoclonal utilise pour bloquer 
les signes cliniques est dirige contre cet epitope. La 
possibility d' apparition in vivo d ' un neoancigene de meme 
conformation spatiale et de comportement identique au 
NO-Cys-G-SAB a ete recherche. 

. Des travaux recents ont mis en evidence la 
formation des nitrotyrosines dans des sites inf lammatoires 
(Kaur et Halliwell, 1994)*. Pour detecter la presence des 
reponses immunologiques dirigees contre ces epitopes dans 
les s : erums des rattes, le NO2 - Tyr-SAB et ie 
ni t rosotyrorine conjuguee (NO - Ty r - SAB ) ont ete" utilises . 
Le Tyr-SAB a ete utilise pour la correction des DO 
obtenues sur : N02~Tyr-SA3 et NO- Tyr-SAB . 

b) Resul tats . 

- Mise au ooint du modele d ' EAE chez les ratnes 
Lewis oar administration du peptide enceohal i tooene de 
cobave : 

Chaque animal des 3 groupes de cette etude a ete 
explore cliniguement tous les jours pendant 40 jours. 
. Grouoe "Temoin" (PBM seul) : 

Trois jours apres 1 1 immunisation , on observe 
1' apparition d'un oedeme des pattes poster ieures . Quelgues 
jours plus tard les signes rhumatologiques evoluent vers 
une ulceration. II s'agit done d'une arthrite 
inf lammatoire au- score moyen de 5 . 

Vers les dixieme-douzieme jours : apparition des 
premiers signes neurologiques : hypotonie de la queue avec 
difficulte a la marche evoluant vers une paralysie des 
pattes posterieures . Cet etat est suivi par une phase de 
remission puis de rechute.. 

. Grouoe Aminoauanidine : 

Trois rattes sur cinq ont developpe la maladie . 
Les memes signes neurologiques et d' arthrite evolutive que 
chez le groupe precedent ont ete observes chez ces rattes . 
Les deux autres rattes ont developpe seulement les signes 
d 1 arthrite. Ces resultats i nd i qu e r a i en t que 
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-,. np A une concentration de 25, mg/kg est 
1 • aminoguanidme a une cui.t 

relativement peu efficace. 

nroime " fr<~ mor nrlonal" — l 

L-objeetif principal de c« module est de «ttre 
en evidence le role de- NO dans EAE V antieorps 

1 de !• invention developpe centre !■ epitope 

de !a m aladie, et a centre cue NO est im p lig ue dans ce 
Idele ani^ai. La neutralisation de i'effet du N 0 par les 
Z au cours de i ■ apparition des poussees, se .napireste Par 

les observations suivantes : 

_ absence totale de signes neurologxques : pas 

• rtp I, aueue de difficult^ a la marche ou de 
d'hypotome de la queue, uc 

paralysie posterieure; . „ . -,.t-v,T-i t-e 

- absence du developpement des sxgnes d „rthnte 

. ,il apparait un oede.e moyen (score 1) au niveau des 
• siteS d ; immunisation, sans inf lammation, ni ulceration. 

Le suWi de ce groupe a montre une absence de 
ma ladxe chez ces animaux meme apres 40 3 ours. II ne s ■ agxt 
donc pa5 a'un simple retard dans 1 • apparxt xon de la 
m aladxe mais d'une veritable protection. Les resultat de 
ce travail ouvre une nouvelie voie therapeutxque dans la 
SEP . La mxse en evidence de NO ou de certains epitopes 
.nduits au cours de la maladie chez 1 ■ homme va servxr par 
; xem ple, a cornprendre les .ecanis.es biologxques et 
. pathologiques qui peuvent declencherla SEP. 

_ z ^j- de revolut io n des A c__ contli de _s 

MoecAtpi^m^ 

Les signaux immunologiques diriges centre les 

conjugues NO-Cys-GSAB; NO-Tyr- SAB ; B02-Tyr-SAB ont : *te 

r echerches. Les figures 23 a 25 representent 1 etude de 

1- evolution des anticorps diriges centre les con D ugues NO- 

Cys-G-SAB, NO-Tyr -SAB et N02 ~ Ty r - SAB , dans le serum des 

rates (EAE) . Les figures 23 a 25 montrent respect xvement 

1- evolution de trois types de reponses immunes chez 
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trois groupes "Temoin" ( "Aminoguanidine" et "Ac 
monoclonal " . 

Les tests ont ete faits deux fois et les 
resultats (DO) obtenus sont tres similaires entre les 
ratt.es d'un meme groupe avec des differences non 
signif icanives. Nous avons done trace toutes ces courbes 
apres calcul des moyennes et des ecarts - types des DO 
obtenues chez toutes les rattes d'un meme groupe et sur le 
meme conjugue. 

. Groupe "Temoin" ; 

Pour ce groupe d 1 animaux une "correlation entre 
les reponses immunitaires et la clinique au cours du temps 
est trouvee. De plus, le signal immunologique evolue de 
fagon identique pour les trois conjugues NO-Cys-G- SAB , 
NO - Ty r - SAB et N02-Tyr-SAB. Les DO obtenues par le test 
ELI SA sur ces conjugues ne sont pas tres importantes (de 
l'ordre de 0,125) mais on ne peut pas les considerer comme 
un bruit de fond car elles sont indicatrices de la 
presence des Ac circulants, dont le taux augmente au 
moment des poussees et au contraire diminue au moment des 
remissions (figure 23.). 

. Groupe " Aminoguanidine " : 

Les reponses anti-NO-Tyr-SAB et anti-N02-Tyr-SAB 
sont plus elevees que celles obtenues chez le groupe 
precedent (avec des DO entre 0,25 et 0/50 a partir de la 
troisieme semaine apres 1 ' immunisation. Pour la reponse 
anti-NO-Cys-G-SAB le titre n'a pas augmente mais est reste 
presque stable entre la lere et la 4eme semaine (figure 
24) . Les 3 rattes ayant developpe quelques signes 
neurologiques et les deux autres ont montre des resultats 
tres voisins . 

. Grouoe "Ac monoclonal" : 

Les signaux immunologiques de ce groupe sont 
differents de ceux des deux premiers groupes. La figure -25 
represente 1' evolution au cours du temps des reponses 
anti-NO-Cys-G, anti-NO-Tyr et anti-N02 -Tyr . Le N02 -Tyr-SAB 
est le conjugue le mieux reconnu parmi les trois (IX) entre 
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0 ?0 et 0,30 acres la 3erne semaine). De plus, 
difference -de reconnaissance entre leS ( deux epitopes 
Tyr-nitree et Tyr-nitrosylee , avaxt lieu par ces Ac 
indues. Les sxgnaux anti-NO-Cys et anti-NO-Tyr sont 
restes stables entre la lere et la. Seme semaxne (DO - 
0,125) sauf une legere augmentation (apres 1 semaine) de 
1 ■ anti-NQ-Tyr, suivie d'une diminution. 

Ces tests immunoenzymatiques ont permis 
d'etudier chez des rattes developpant ou non EAE , 
revolution des titres en anticorps potential lement 
.nduits in vivo' apres 1' apparition des neoant igenes , 
nitrosyles ou nitres. Le prelevement serique des rattes 
chaque semaine etait limit*. Le nombre de tests et des 
conjugues utilises l'a ete egalement . 

II convient de remarguer que dans d'autres tests 
ELISA realises une absence de discrimination de ces Ac a 
ete remarque entre. le conjugue NO-Cys-SAB et le conjugue 
Cys-SAB (ccuplage carbodiimide) . Les DO etaient tres 
xdentxques sur ces deux conjugues, ce qui xmplique une 
liaison non specifique et que la presentation de la NO-Cys 
aubout d'une chaine carbone ( coup lag e G ) , donne 
probablement a ce conjugue une conformation proche de 
celle de 1 ' epitope in vivo.. 

Ces resultats montrent que : 

Des derives nitrosyles (particulierement 
1- epitope NO-Cys) . ou nitres sont responsables du 
developpement d ' EAE chez les rattes Lewis. Ces derxves 
possedent in vivo- des conformations spatiales identxques 
aux conjugues NO-Cys-G-SAB; NO-Tyr- SAB ; ou NO 2 - Ty r - SAB 
adsorbes sur des plaques de microtitration . Ce qui permet 
aux Ac induits in vivo ' de montrer ces conjugues 
artificiels comme etant les derives centre lesquels xls 
sont diriges . 

l. Ac monoclonal a un role protecteur plus 
important oue celui de 1 ' aminoguanidine . 

• . ces molecules exercent leurs effets d'une part 
en neutralisant les neoepitopes nocifs et d' autre part en 
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stimulant le systeme immuni taire . Ce dernier induit done 
in vivo, des anticorps diriges . contre ces neoantigenes 
generes apres immunisation des animaux par une emulsion a 
caractere "immunogene" . Ceci peut expliquer 1 ■ augmentation 
permanence de certains signaux immunologiques chez les 
groupes des rattes ayant regu 1 ' aminoguanidine ou 1 ' Ac 
monoclonal . 

2 ) Arthrite inf lammatoire exoer imentale . 

Ce modele a pour objectif de reproduire les 
aspects inf lammatoires et rhumatologiques presents dans la 
polyarthrite rhumatoide (PR). C'est une maladie autoimmune 
frequente qui debute sous la forme d'une ol igoar thri te 
inf lammatoire des poignets ou des articulations 
metacarpophalangiennes (Bach, 1993). La PR evolue par 
poussees survenant plus ou moins frequentes et 
entrecoupees de remissions habi tuellement incompletes. II 
existerait plusieurs facteurs favorisants tels que des 
facteurs genetiques, lenvironnementaux, et des facteurs 
immunitaires (Brostoff et al . , 1993). 

Le NO a recemment ete decouvert comme un element 
ef fecteur dans cette pathologie ( Stef anovic-Racic et al. , 
1993; Moilanen et Vapaatalo, 1995) et dans d'autres 
affections articulaires (Stadler et al . , 1991; 
Stefanovic-Racic et al. , 1992). L'exces de sa production 
peut provoquer des effets cytotoxiques et cytostatiques 
(Nussler et Billiard, 1993; Stef anovic-Racic et al . , 1993; 
Anggard, 1994) . 

La presence dans les liquides biologiques des 
groupements aromatiques et des acides ainines nitres par le 
ONOO~ peut etre un marqueur de la destruction cellulaire 
in vivo (Kaur et Halliwell, 1994). Dans les maladies 
inf lammatoires chroniques telles que la PR (Halliwell et 
al . , 1992), la production excessive des radicaux oxygenes 
libres contribue a la destruction cellulaire. Par 
ailleurs, NO est reconnu pour participer a la destruction 
articulaire (Farrell et al . , 1992; McCartney-Francis et 
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al.. 1993;. Stef anovic-Racic et al . , 1993). L' inhibition de 
-la NOS supprime l'arthrite chez la souris 
(McCartney-Francis et al . , 1993). 

Recemment, la production de NO a ete 
indirectement mesuree sous forme de nitrites dans les 
-serums et liquides synoviaux de patients atteints de PR 
(Grabowski et al . , 1996). Des taux eleves en nitrites chez 
les malades par comparaison aux temoins sains montrent le 
role du NO comme possible agent mediateur dans les 
maladies rhumat ismales . 

En tenant compte des donnees bibliographiques 
indiquant le role de NO dans des maladies . inf lammatoires 
en particulier la polyarthrite rhumatoide a adjuvant 
(Ialenti et al . , 1993;- Oyanagui , 1994; Cannon et al . , 
1995), les Inventeurs ont etudie le modele d.'arthrite a 
adjuvant, afin de determiner si les Ac monoclonaux diriges 
• contre la NO-Cys-G conjuguee sont capables d ' inhiber 
1'effet de NO dans 1 1 induction de cette pathologie, et- de 
rechercher si les epitopes ou les derives respon-sables du 
developpement de la PR seront apparentes a ceux d'EAE. 

a) Materiel- et m pthodes . 
- T.'arthrite a a rHuvant -: 
5 L' ensemble des experimentations est effectue sur 

la souche de rattes Lewis. Chaque animal a recu par voie 
sous-cutanee dans les coussinets de chaque patte arriere 
0,05 ml d'une emulsion d'ACF H37Ra contenant : 0,05 ml de 
NaCl 0,9 %, plus 0,05 ml d'ACF supplement^ par 1 mg de 
0 Mycobacterium tuberculosis. 

Des lots homogenes de rattes ont ete constitues. 

J 

lis ont ete soumis aux memes conditions que celles 
utilisees pour le modele d'EAE. Quatre groupes de 5 
rattes, agees de 7 semaines (poids moyen : 200 g) ont ete 
%5 constitues. 

■ Groupe "Temoin" : chaque rate de ce groupe a 
regu seulement 1' emulsion indiquee ci-dessus. 
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Groupe de serum non immun de sour is "SNI" : 
chaque rate a regu 1 'emulsion, et apres 4 jours une 
injection par voie sous cutanee, de 5 mg/kg 
d ' immunoglobulines (precipi tees au sulfate d' ammonium) de 
souris normales L ' injection a ete faite une fois par jour 
pendant deux jours. 

. Groupe " Aminognanidine " : chaque rate a regu 
1 'emulsion, et apres 4 jours une injection, par voie 
sous-cutanee , de 1 * aminoguanidine .(25 mg/kg) une fois par 
jour pendant deux jours. 

. Groupe "Ac monoclonal" : chaque rate a regu en 
plus de 1' emulsion, et, apres 4 jours, 5 mg/kg d 1 Ac 
monoclonal anti NO-Cys (precipite au sulfate d' ammonium) 
par voie sous-cutanee. 

- Evaluation cliniaue des svmotomes 
arthritiaues : 

Une attention particuliere a ete portee' pour 
detecter l'atteinte articulaire arthritique. L'etat 
inf lammatoire- des pattes a ete apprecie de la fagon 
su'ivante : oedeme de la patte (ne genant pas la marche) ; 
grosse patte; oedeme de la patte genant la marche ou patte 
" inf lammatoire " . . 

En se basant sur le score arthritique deja cite 
ci-dessus, il a ete possible de suivre chez les rattes de 
ces 4 groupes 1 ' evolution des signes cliniques au cours du 
temps pendant 40 jours apres 1 ■ immunisation . ■ 

- Test immunoenzvmaticrue : 

Les Inventeurs ont recherche dans le serum des 
rattes la presence d'Ac diriges contre des epitopes 
nitrosyles ou nitres qui peuvent apparaitre in vivo au 
cours du developpement de ce modele. Nous avons done teste 
la presence des signaux immunologiques sur les conjugues 
suivants NO 2 -Tyr - SAB ; NO-Tyr-SAB;" Tyr-SAB; NO-Cys~SAB; 
Cys-SAB et la SAB-G pour les memes raisons citees dans le 
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modele precedent. Les conditions du test EL.ISA sont aussi 
les memes . 

b) Resultats . 

- Etude comparative des r esultats clinicraes ; 
Groupe "Temoin" ei goupe "SNI" : Les rattes de 
ces deux groupes ont developpe les signes typiques d'une 
arthrite articulaire qui se.traduit par : 

une apparition d'oedemes au niveau des 
coussinets plantaires des pattes posterieures deux jours 
apres 1 1 immunisation ; 

ces signes rhumatologiques ont evolue avec le- 
temps, vers des grosses pattes avec ulceration purulente; 

apres environ 10 jours, une difficulte a la 

marche; 

certaines rattes ont montre des deformations 
articulaires au niveau des pattes posterieures. 

En conclusion, ces deux groupes ne presentent 
pas de difference. Les scores cliniques chez la plupart de 
ces dix rattes sont passes aux scores 5/ 6 et 7 . Le serum 
de souris non immunisee injecte 4 jours apres 
1 • administration de l'antigene, n*a pas eu d'effet sur 
1 ■ aggravation de la maladie ni d'effet protecteur. 

Groupe " Aminoguanidine " : Trois rattes ont 
developpe des oedemes sans difficulte a la marche, puis 
sont passees aux scores 4 et 5 . Les deux autres rattes ont 
atteint les scores 6 et 7 . 

Groupe "Ac monoclonal" : les resultats obtenus 
avec ces rattes peuvent etre decrits de la fagon 
suivante : 

apparition au bout de la premiere semaine 
seulement d ' un oedeme moyen chez toutes les rattes ; 

absence de Involution vers le stade 

d 1 ulceration ; 
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pas de difficulte a la marche : les rattes ont 
conserve leur capacite a s ' appuyer normalement sur les 
pattes posterieures ; 

une seule rate a present e une stade 
inf lammatoire sans difficulte a la marche, ou une presence 
d'arthrite sanglante ou purulente qui a ete observee chez 
le groupe "Temoin" et le groupe "SNI" . 

En conclusion, NO ou un de ses derives qui peut 
etre la NO-Cys , le peroxyni trite , la nitro- tyrosine ou 
d'autres reactifs oxygenes ont un role dans le 
developpement du . modele de polyarthrite articulaire et 
done dans les processus inf lammatoires . 

- Etude de 1* evolution des Ac develoooe s contre 

des neoeoitopes nitrosvles et nitres dans le serum des 

rattes : 

Les figures 26 a 29 rapportent -1 ' etude de 
1' evolution des anticorps diriges contre les conjugues N0- 
Cys-G-SAB, NO-Tyr-SAB et N02~Tyr-SAB dans les serums des 
rates (PR), la figure 26 pour le groupe "Temoin", la 
figure 27 pour le groupe M SNI M , la figure 28 pour le 
groupe "Aminoguanidine" et la figure 29 pour le groupe 
"Anticorps monoclonal". Chaque point represente la moyenne 
de 1 ' ecart type de DO obtenues chez toutes .les rattes. 

. Grouoes "Temoin" et "SNI" : 

Les serums des dix rattes preleves pendant 5 
semains ont ete testes sur les conjugues NO-Cy s -G- SAB ; 
MO-Tyr-SAB ; N02 Tyr-SAB, et sur les conjugues non 
nitrosyles correspondant . Les figures 26 et 27 montrent^ 
chez les groupes "Temoin" et "SNI", r espec t i vemen t , 
1' evolution au cours du temps des anticorps induits contre 
deux epitopes : N02-Tyr-SAB et NO-Tyr-SAB. Ces resultais 
representent la moyenne de deux tests. Les DO obtenues 
dans chaque groupe sont equivalentes sur tous les 
conjugues testes, chaque point represente la moyenne et 
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l'ecart-type des DO obtenues avec les 5 rattes d'un meme 
groupe pour un meme conjugue. 

Pour ces deux conjugues les DO obtenues varient 
entre 1 et 2 entre les 2eme et 5eme semaines. Pour le 
conjugue NO-Cys-G-SAB les signaux sont tres faibles (DO - 
0.1) - 

t.q^ grouBes "Minnauani d inp et Ac monoclonal": 
Les signaux immunologiques reveles chez les 10 
rattes de ces deux groupes / sont . equivalents entre les 
rattes d'un meme groupe et sur tous les conjugues testes. 
Les courbes representent la moyenne de deux tests et les 
resultats sont analyses de fagon identique aux groupes 
precedents. Comme dans les autres groupes, pour le 
conjugue NO-Cys-G-SAB les signaux res tent tres faibles. 

Pour le groupe "Aminoguanidine" : (figure2 8) 
1 'anti-NO-Tyr est la reponse la plus elevee, les DO sont 
entre 1.5 et 2 (entre les 2eme et 5eme semaines). La 
reponse anti-N02-Tyr est aussi • importante . on note une 
augmentation des signaux entre les lere et 2erne semaines. 
lis se stabilisent jusgu'a la 3eme semaine puis augmentent 
legerement vers la 4eme semaine. 

Pour le groupe "Ac monoclonal" (figures 29): on 
remarque que chez ces animaux aussi la reponse anti-NO-Tyr 
est plus importante que celle anti-N02-Tyr . Mais, on note 
egalement qu ' un plateau a ete trouve pour les deux types 
d'Ac et ceci entre les 3eme et 5eme semaines. Ceci peut 
etre du a une reactivite croisee entre ces Ac puisque les 
deux reponses ont evolue puis se sont stabilisees aux 
memes periodes. De plus, le taux d ' anti-NO-Tyr et d'anti- 
N02-Tyr dans le serums de ces rattes sont legerement moins 
importants que ceux obtenus chez les rattes des groupes 
"SNI" et "Aminoguanidine". Par contre la courbe 
representant 1 ' anti-NO-Tyr montre le meme aspect et la 
meme amplitude que celle du groupe "Temoin" . 
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Du fait de 1 ' importance des reponses anti-NO-Tyr 
-ec anti-N02-Tyr , d'autres tests pour rechercher des Ac 
anti-NO-Tyr-G-SAB ont ete realises. Ainsi, des DO obtenues 
dans les memes conditions' de test ELISA etaient presque 
negligeables chez les quatres groupes. Ces resultats 
si'gnif ient que la presentation de 1' epitope est capitale. 
Une difference dans la conformation spatiale entre les 
differents epitopes nit-rosyles est -surement presente in 
vivo. Elle est essentielle pour induire une reponse 
immunitaire. 

En conclusion, ces tests immunoenzyma t iques 
n'ont mis en evidence" aucune difference significative 
entre les quatres groupes. Une augmentation du titre en 
anticorps induits contre des epitopes nitrosyles et nitres 
a ete trouvee dans . chaque prelevement. Pour le groupe "Ac 
monoclonal", une protection efficace mais partielle des 
rattes a ete observee, en revanche, ■ les reponses 
immunologiques obtenues chez les animaux de ce groupe' ont 
ete identiques a celles des trois autres groupes. 

c ) Discussion . 

La production d' anticorps circulants, a ete 
trouvee dans le serum des animaux par le test ELISA dans 
les deux modeles . Pour 1 1 EAE , des travaux recentsont mis 
en evidence la presence d 1 anticorps anti-NO-Cys-G dans le 
serum des rattes qui ont developpe cette pathologie 
(Boullerne, 1996,'' these d ' Universite ) . Les travaux ci- 
dessus confirment 1 ' implication du neoepitope (NO-Cys), 
parmi d'autres facteurs declenchant les signes 
neurologiques, dans cette maladie exper imentale et done la 
presence in vivo des anticorps reconnaissant . cet epitope. 
L ' utilisation d ' Ac monoclonaux diriges contre ce meme 
epitope est done indispensable pour capter ce dernier. 

Pour la PR, aucu'n travail n'a mis en evidence 
1 * implication de 1' epitope NO-Cys dans le developpement de 
cette maladie. Mais la cysteine (Stamler et al . , 1992b) 
est une cible de la ni trosylat ion avec la formation de 
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thionxtri.es. De plus, une nitration de la tyrosine par le 
ON 00- par example, (BecXman et al . , 1994b; Van Der Vliet 
Pt al 19 9*) donne la ni trotyrosine qui a ete mise en 
evidence dans des processus inf lammatoires . Des phenomenes 
de transnitrosylation peuvent aussi avoir lieu an vivo, 
encre dixferentes molecules portant des residus thiols 
accessibles au NO (Scharf stein .et al . . 1994) ce qui donne 
•lieu a plusieurs produits nitrosyles. Dans le modele de PR 
a adjuvant, le NO et 1 • anion superoxyde sont consioeres 
1 comme facteurs d' induction et de developpement de cette 

pathologie (lalenti et al . , 199 3 ; Oyanagui , 1994; Cannon 
et al 1995) Ce modele experimental a ete mduit chez 
des rattes injectees avec du mycobac terium en presence ou 
non d'aminoguanidine ou de-l'Ac monoclonal dirige centre 
5 un epitope NO-conjugue afin de comparer leur role 

protecteur. 

La protection des rattes par les Ac centre le 
developpement de la maladie chez les rattes EAE est de 100 
% Les Ac monoclonaux ont un role inhibiteur morns 
,() important dans le modele PR, suggerant 1 ■ intervention 

d'autres facteurs que la NO-Cys dans le declenchement de 
la maladie. II convient egalement de remarquer la bonne 
tolerance des Ac monoclonaux de souris par les rattes. du 
fait de la faible distance immunologique entre souris et 
25 rat. 

Par ailleurs, les reponses immunologiques 
trouvees dans le serum de tous les animaux centre les 
conjugues NO-Cys -G- SAB ; NO-Tyr-G-SAB et NO 2 -Tyr- SAB , 
. . permettent de suivre et comparer non seulement les signes 
30 cliniques, mais aussi 1' apparition et l accro 

ces signaux. 

Les Ac monoclonaux de 1' invention ont permis de 
mettre en evidence le role de NO dans le developpement de 
1 ' EAE ou les resultats obtenus etaient tres satisf aisant-s . 
.5 Par centre. 1 ' utilisation de ces Ac chez les rattes 

developoant la PR a adjuvant est moins efficace ce qui 
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limite 1 * util isat ion de ces Ac monoclonaux a 1 'epitope 
contre lequel ils sont diriges . 

VI - CONCLUSIONS. ■ 

La possibility d'obtenir 1' induction d'une 
reponse immunitaire specifique dirigee contre des epitopes 
nitrosyles, en. utilisant des immunugenes synthetises, a 
abouti a rechercher la possibility de cette induction dans 
des conditions "naturelles" . La presence d' Ac diriges- 
contre des epitopes nitrosyles dans des affections 
parasitaires ou d ' une part les quantites d 1 Ac produits 
* sont considerables et d'autre part 1 ' implication du 
monoxyde-d ' azote a ete mise en evidence, a ete recherchee . 

Dans ces affections, on constate, en effet, une 
augmentation du taux d'lFN-y, la mise en evidence de 

differents roles du NO et d'une production.de nitrites par 
les macrophages peri toneaux . Dans le cas des travaux 
montrant in vitro le role cytotoxique de NO sur les 
parasites intracellulaires tels que les Leishmanies , les 
/ macrophages actives ont ,ete identifies comme cytotoxiques 
vis-a-vis de ces parasites (Murray et al . , 1983; Hall et 
Titus, 1995). Plus recemment les oxydes d'azote et 
particulierement le NO liberes par les macrophages 
actives, ont ete consideres comme des produits 
indispensables pour leur cytotoxicity intracellulaire 
contre les Leishmanies (Liew et al . , 1990; Reiner et 
Locksley, 1992). Chez 1 ' homme Vouldoukis et coll. ont 
egalement mis en evidence cet effet en presence des 
monocytes humains actives (1995). Ils ont montre que la 
ligation de GD23 par le complex IgE- ant i - IgE , ou par 
l'anticorps monoclonal anti-CD23 induit la synthese de NO. 
De plus,, il y avait une generation de differents cytokines 
par les monocytes /macrophages humains . Ainsi, la ligation 
(IgE-anti-IgE) /CD23 induit un effet cytotoxique vis-a-vis 
des parasites intracellulaire: Leishmania major dans les 
macrophages humains via 1' induction de la voie 
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L -arginine/NO. Oeci a ete demontre par une aug^en ationde 
N02 . et par le blocage de cet .Met par le NMMA 
E galement 1- activate de cas macrophages humarns par 
1 IFN-y/TNFa induit la meme activite ieishmanrcide rnhrbee 

par un .n t ^ M ^ im ^^^^ montr4 ^ 

cy tostatigue das monocytes humains vis-avis das parasites 
extra cellulaires<T. gambiense, . En presence da 
m ono.clonal .anti-NO-Cys-G, ou da NMMA <=«' •»« 
t rypanostatigue a ete inhibe indignant alors ^ da 
."HO, Tous cas resultats moncrent la possibility da 
!■ activation das monocytes humains pour induire un ejret 
cytostatigua at / ou cytotoxic sur das microorganismes 

in cracellulaires ou ^ ont - , gal ement 

- Des travaux realises ±u v±v^ 
montre le rale du NO dans la defense da 

ieishmaniose. fln. injection de NMMA a das sourrs 
resistantes a catta parasitose. inhiba la production 
nlogana da NO at antraina una exace rbation das lesion 
(Evans et al . . 19931- PI- race^ant. il a ate centre 
au .una station du gene da la iNOS cha Z 
resistances les rend susceptibles <Wei at al tvoe "Thl 
das trypanosomoses. on constata une reponse da type Tnl 
dtrigef contra les antigenes parasitaires 
al 1993) . La presence de produits d'origine parasitaire 
declenchant la production d' IFN- 7. de TNE-a. et oe NOS 
entraine une hyperproduction de NO (Olsson et al.,1991, 
Sternberg at Mabott. 1996), Outre son role 
antiparasitaire. le NO produit, 
1 ■ immunosuppression observee au ccurs de la 

' La chronologie at le liau da production oa NO 
peuvent etre determinants dans l-.f£.t global lie a NO 
observe dans las trypanosomoses. Ohez les souris (05T 
EL/6) resistances a Plasmodium chabaudi AS. il V-a 
expression pracoca de la iNOS au niveau de la rate^ 
correlee avec la resistance a ^affection. Chea 
susceptibles. il y a una expression tardive de la iNOS 
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niveau du foie Uacobs et al . , 1995). Les memes souches de 
souris sont "resistantes" (C57 BL/6) et susceptibles 
(BALB/c) a Leishmania'major (Evans ei al. , 1993; Wei et 
al, 1995) et a T. -musculi (Albright et Albright, 1981). La 
protection contre Leishmania major est correlee a une 
production de NO. 

Dans les trypanosomoses provoquees par les 
uypanosomes du groupe brucei, on observe une 
immunodepression tres marquee. L ' inhibition de la synthese 
de NO ' prolonge la survie des animaux trypanosomes 
(Sternberg et al, 1994). Le role cytostatique et/ou 
cytotoxique de NO produit par les macrophages sur T. 
musculi a ainsi ete mis en evidence. En utilisant 
differents conjugues nitrosyles, il a ete possible de 
detecter dans le serum de souris trypanosomees des Ac 
diriges contre plusieurs epitopes nitrosyles. La presence 
de ces Ac merite d'etre soulignee a plusieurs titres. Tout 
d'abord, ils apparaissent natur el lemen t au cours d 1 une 
reponse immunitaire de type Thl qui entraine la production 
de NO , dont la fixation sur les antigenes provoque des 
modifications conf ormat ionnel.les reconnues par le systeme 
immunitaire. 

Dans differentes affections parasitaires les Ac 
"induits" ont un role de "marqueur" de la parasitose, et 
peu d' efficacite contre 1* agent pathogene; dans certains 
cas, ' ils masquent les parasites ou bloquent 1 'action 
d'autres Ac, plus efficaces qu ' eux . La caracter isation de 
ces Ac est done inter es sante . Egalement, la mise en 
evidence de ces Ac aux differentes etapes d'une affection, 
peut renseigner sur les types- successifs de reponses 
immuni taires mises en j eu . Ainsi, dans certaines 
affections, la protection est assuree. par la successsion 
d'une reponse type "Thl" et d'une reponse type ,, Th2" . 
L ' apparition d' antigenes modifies par NO et ses deriv.es 
pourrait declencher 1 ' induction d ' un reponse immunitaire 
de type protecteur ? 



WO 98/29452 



84 



PCT/FR97/02412 



0 



15 



20 



25 



30 



35 



Quelque soit leur role, la detection d'antigenes 
nitrosyles peu.t se reveler tres interessante . Les . Ac 
polyclonaux et monoclonaux peuvent grandest aider a 
Ltte detection et se revelent d^un interet capital. 
A insi. des Ac antxm trotyrosme percent la detection ae 
1. nitrotyrosine. dont ^apparition est Ixee a. a presen e 
de peroxynitrite (Van Der -Vliet et al - . 1994; 
XscJropoulos et Al-Mehdi. 1995; Crow, 1996). Cet c 
permet" done de connaitre les situations ou 
peroxynitrite est synthetise ec.de detecter les cables de 
"I- affection.' La nitrotyrosine a ete visualxsee en 
utilisant des techniques ^unologiques au niveau des 
vaisseaux coronaires lors d'une atherosclerose (Bec^an et 
al , 1994a). De plus, chez les malades atteints de la PR 
elle a ete detectee dans les liquides synoviaux (Farrell 
et al 1992 ).. Mais, malgre une correlation entre 
nitration et evolution pathologique , il reste a rechercher 
si la nitration des tyrosines au niveau des protexnes 
pr ovoque les lesions pr^res qui declenchent 
!■ inflammation, ou si elle est secondaire aux processus, 
inflanonatoires. En fait, le peroxynitrite reagit de facon 
complexe avec les differentes molecules bxologi^s 
entraxnant 1 ■ hydroxylat xon , la fragmentation de 1 ' 
l.oxydatxon des centres fer-soufre des proteines, etc. et 
surtout la forrnatxon de la nitrotyrosine qui. constxtue la 
trace la' plus marquante de peroxynitrite. Cette 
nitrotyrosine ainsi formee, induit des lesions ^«^«» 
via plusieurs mecanismes (Beckman et • al - . 1994a). . 
alteration de la . phosphorylation de la. tyrosine; 2) 
alteration des fonctions proteiques par introduction de 

Icq sites hydrophobes de la 
charges negatives sur les sices uyu 

'tyrosine, ce qui' pourrait alterer la conformation 
proteique; 3) initiation de processus autoxrmmuns par la 
presence des nitrophenols telle que la nitrotyrosine. 
reconnue tres antigenique (Kofler et al . . 1992; Mae 3 i et 
al.. 1992; Mizutani et al.. 1995; Yuhasz et al . . 1995). 



WO 98/29452 




T/FR97/02412 



A partir de ces donnees montrant le role de 
nitrotyrosine dans des processus in f 1 amma toir es et 
destructif s, il est possible de deduire que les Ac diriges 
contre les differents -elements derives du NO peuvent 
egalement permettre leur carac terisa tion et la 
connaissance de leur proprieties . Citons par exemple, le 
role bien connu des thiols, des S-ni trosothiols et de la 
Snitrosoalbumine dans " la vasodilatation in vivo et in 
vitro (Stamler et al . , 1992c, d; Keaney et al . , 1993; 
Simon et al., 1993 ). Grace aux Ac anti-NO-Cy.s, une 
fonction immunitaire portee par 1 'albumine a pu etre 
etablie. Rappelons ici que la NO-SAB peut servir de 
reservoir de NO dans le plasma, a partir duquel NO peut 
etre transporte vers le milieu intracellulaire par un 
inecanisme de transnitrosylation . Apres son transport, NO a 
acces a ses cibles intracellulaires telles que la 
guanylate cyclase ou les hemoproteines-, ce qui resulte en 
une activite physiologique qui peut devenir pathologique 
en cas d 1 alteration au niveau de la transnitrosylation. 

La forme NOSAB formee a partir d 1 une source 
biologique (macrophages) a ete largement utilise, mais , 
dans un premier temps, d'autres molecules nitrosylees 
synthetisees a pH acide a partir d'un donneur de NO ont 
ete utilise. Ceci a permis de developper des Ac poly- et 
monoclonaux. Dans un deuxieme temps, la presence des 
molecules nitrosylees a ete detectee eh utilisant ces Ac. 
Ces derives nitrosyles etaient synthetises dans des 
co-cultures: macrophages actives /. SAB ou macrophages 
activees / SAB / parasites. La detection a ete realisee 
non seulement par la technique immunoenzymat ique mais 
aussi par la revelation du role cytotoxique de NO sur des 
parasites extracellulaires . Cet effet de NO est amplifie 
lors de la presence de la proteine porteuse, la SAB, et- a 
ete neutralise en presence des. Anticorps de 1' invention. 
Les macrophages actives produisent NO, mais peuvent aussi 
produire d'autres derives oxygenes tels que HOCl ( De 
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Violet et al.. 1984; Vincendeau et al . , 1989). H 2 0 2 
^ncendeau et al . . 1981). et ' surtout 02"° La question 
posee- est de savoir si la presence de cet anion est 
necessa^re a la formation de 1 ' albumine nitrosylee. 

02"° ou uri autre derive de 1 ■ oxygene (H 2 0 2 , 
HOC1) oeut etre 1 ■ element reagissant avec NO. 11 est connu 
en effet que les neutrophils et les macrophages munns 
produisent" simultanement NO et H 2 0 2 ainsi que d'aucres 
especes reactives oxygenees qui participent a la 
cytotoxicity (Pacelli et al . , 1995). 

II est en effet connu que les derives de 1 ' azote 
et de 1' oxygene peuvent egalement interagir pour former 
des derives ayant differentes fonctions. La neutralisation 
de ces fonctions par un blocage selectif de telle ou telle 
molecule pent se reveler tres instructive. De plus, il 
convient de remarquer que. lors de 1 • utilisation d ■ un 
donneur chimique de NO (NaN0 2 ) , un pH. acide etait 
necessaire pour realiser la ni trosylat ion . Par centre, 
dans le milieu de culture le P H est neutre . Nous pouvons 
repondre a cette question en tenant compte des donnees oe 
Kharitonov qui montre qu ■ une ni trosylat ion pent avoir lieu 
in vitro, en milieu oxygene et a P H 7 par le biais de N 2 0 3 
(Kharitonov et al . , 1995). mime si cette nitrosylation est 
moins importante que celle de la Cys ou le Glutathione, 
par exemple. Mais, pour repondre a cette question. H 
faudra mettre en oeuvre des piegeurs de derives oxygenes 
tels que SOD, catalase. taurine, qui permettront d ' etudier 
la nitrosylation in vitro, a pH neutre. 

• La nitrosylation de la SAB in vitro et 1'effet 
cytotoxique correspondant . incitent a eclaircir un point 
important concernant les experimentations realisees dans 
des conditions legerement differentes : 

- Dans les premieres conditions, les 
trypanoso.es et la SAB ont ete ■ incubes ensemble . Les 
macrophages actives vont produire NO, mais aussi de 
nombreux autres radicaux libres. Ainsi. des derives 
oxygenes, toxiques ou non, seront formes. Ceci nous perrnet 
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de posculer que, pendant 1 ' incubation, ces derives 
pour r a lent agir "en competition" avec NO sur les 
trypanosomes pour masquer et/ou interfere! avec son effet 
coxique.* 

D'ou 1 ' interet des secondes conditions 
experimentales oil la SAB a ete placee en presence de 
macrophages actives pour etre nitrosylee. Puis, la NOSAB 
formee a ete transferee dans des milieux de co-cultures 
parasites / macrophages normaux qui ne produisent pas ou 
tres'peu des radicaux libres. Dans ces conditions, on. peut 
admettre que 1' effet de la NO-SAB ajoutee dans ces 
cultures, .pauvres en radicaux libres, est du a NO et non 
pas a d'autres derives oxygenes . 

Les resultats obtenus au cours de ces 
experimentations- ont ete confirmes en utilisant un Ac 
anti-SAB. Lors de 1 ' utilisation de cet antiserum, 1' effet 
trypanocide de la NO-SAB a persiste dans les premieres et 
les deuxiemes conditions. Ceci indique que 1' effet 
neutralisant , observe en presence des Ac "T" ou "C" , est 
propre a ces derniers malgre leur caractere polyclonal. 

11 convient aussi d'ajouter que les secondes 
conditions ont permis egalement de montrer 1 ' absence d'un 
'effet "stimulateur" ou " inhibit eur" des complexes immuns 
qui pourraient etre formes au niveau des macrophages. En 
effet, 1 ' utilisation des macrophages normaux (n'exprimant 
pas la iNOS) , en presence des Ac polyclonaux-, • des.- 
trypanosomes, et. du surnageant contenant la SAB- 
nitrosylee, a montre des resultats equivalents a ceux 
obtenus selon les premieres conditions. Ceci montrent que 
quelque soit 1 1 influence de complexes immuns au niveau des 
macrophages actives, la production de NO a partir de ces 
cellules (exprimant la iNOS) n 1 a. pas ete modifiee. Ainsi , 
nous deduisons que selon ces deux conditions, 1* effet 
cytotoxique de NO sur les- T. musculi est du 
' particulierement a la formation de la NO-SAB. Celle-ci a 
done exerce cet effet soit par la liberation de NO qui 
s'est fixe sur ses cibles, soit par un mecanisme d'echange 
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de NO entre la SAB et les acides amines ou les proteines 
parasitaires . 

La mise en evidence de la formnation de derives 
nitrosyles in vitro par les tests immunoenzymat iques , ou 
5 par I'effet cytotoxique a conduit a rechercher les sites 

de fixation de NO au niveau de ces parasites. Cette- 
recherche a debute par 1 'utilisation de la technique 
immrnunocytochimique : 

- Les meilleurs resultats etaient. obtenus avec 
10 les macrophages actives. Les Ac poly et monoclonaux ont 

servi comme outils de marquage des sites de fixation de NO 
au niveau des parasites. Ces resultats ont ete tres 
r eproduc t ibles , ce qui n'etait pas le cas lors de 
1 * utilisation de NaN02 ou de . NO-SAB synthetises 
15 chimiquement . Avec ces molecules, v la demi-vie des 

trypanosomes ne depassait pas 10 min et leur forme n'etait 
pas conservee. Nous avons explique ce fait par la presence 
d'exces de NO libere par ces donneurs chimiques, qui 
avaient une action intense sur les parasites se traduisant 
20 par leur lyse. 

L ' utilisation de controles a donne des 
marquages faibles ou une absence totale d ' immunoreacivite . 
Ceci a confirme la positivite des marquages obtenus en 
presence des macrophages actives (sans NMMA ) avec les Ac 
25 . poly et monoclonaux utilises comme Ac. primaires. 

Ces Ac specif iques des epitopes nitrosyles, ont 
montre la presence d ' au moins des residus cysteines et 
tyrosines nitrosyles. Ceux-ci ont ete reconnus par leur Ac 
correspondant . Cette immunoreac t ivite pourrait etre 
30 expliquee soit par la fixation de la SAB nitrosylee a la 

surface parasitaire, soit par des mecanismes de 
t ransni trosylat ion entre cette molecules et les antigenes 
parasitaires portant un residu thiol. Leur ni trosylat ion 
pourrait done etre a I'origine de I'effet cy tos tatique 
35 medie par la NO- SAB. En effet, des nombreuses etudes ont 

mis en evidence le role de NO dans la modulation de 
l'- act ivite de certaines proteines en se fixant sur leur 



WO 98/29452 




T/FR97/02412 



residu thiol (Seamier et al . , 1994 ) ce qui permet la 
regulation de certains mecanismes cellulaires. Parmi 
celles-ci nous citons la guanylate cyclase soluble 
(Stamler et al . , 1992a); le recepteur NMDA (Lipton et al . 
1993); proteine kinase C (Gopalakrishna et al . , 1994>; le 
P 21raS (Lander et al . , 1995); GADPH (Mohr et al.,1996) 
ainsi que le facteur de transcription OxyR (Hausladen et. 
al . 1996). La transni trosylation de NO a partir de la SAB 
a des thiols des molecules biologiques, depend de la 
reactivite de ces molecules, de celle de la SAB ainsi que 
de la stabilite de S-ni trosothioL forme (Scharf stein et 
al., 1994). Done, pour identifier ces molecules 
nitrosylees detectees au niveau des trypanosomes , des 
experimentations par inununoempreintes utilisant le gaz NO 
ou le NaN02 pour la ni trosylation des proteines 
parasitaires sont envisageables . Ges experimentations 
autorisent la detection de sites proteiques ayant ete 
accessibles au phenomene de ni trosylation in vitro. Les 
resultats. obtenus sont tres preliminaires et peu 
satis faisants . En effet, la ni trosylation selon des 
conditions bien determinees pourrait entrainer une 
meilleure accessibility <aux Ac correspondants. Notons que 
cette hypothese a deja ete citee pour des derives nitres 
(Grow, 1996) . 

L ' optimisation de ce protocole peut etre obtenue 
en utilisant les macrophages actives comme donneurs du NO. 
Des mecanismes intervenant lors du contact parasites / 
cellules activees, aidant a la ni trosylation et a- la 
modification structurale des cibles proteiques peuvent 
etre envisages. Apres leur ni trosylation a partir des 
donneurs chimiques du NO, les proteines seront peut etre 
mieux reconnues par- les Ac que ■ lorsqu ' elles sont 
nitrosylees chimiauement . II est ■ important de noter ici, 
qu 1 une difference significative entre la ni trosylation 
produite par NO synthetise enzyma t iquemen t et celle 
realisee par des donneurs chimiques de NO a ete demontree 
(Ignarro et al . , 1993)-. Enfin, il existe probablement 
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d" autres sites de ni trosylation sur les parasites, autres' 
acides amines (lysine. tryptophane, etc.). centres 
fer-souffre de certaines enzymes, etc. 

Ap res ces travaux in vitro, le role pathologique 
de NO a ece etudie in vivo. NO a ete mis en evidence dans 
des nombreuses pathologies (Bagasra et al . . 1995; Moilanen 
et Vapaatalo, 1995; Grabowski et al . , 1996) . Par exemple, 
dans le cas du choc septique, 1' expression de la. iNOS dans 
le systeme vasculaire about it - a une vasodilatation, une 
diminution de 1'activite vasoconstric trice , une 
hypotension, et une destruction tissulaire' (Petros et al . , 
1994). Mais, ces modifications au niveau du systeme 
vasculaire. ne sent pas strictement dues au NO libre. Des 
nombreux travaux in vivo et in. vitro ont montre que des 
derives S-nitrosyles sont des composes vasodilatateurs , 
inhibiteurs de l'agregation plaquettaire , et regulateurs 
du debit sanguin et de la tension arterielle. Les plus 
etudies.sont les S-nitrosocysteines , S-ni trosoalbumine , et 
meme 1 ' hemoglobine-S-nitrosyiee (Stamler et al . , 1992b, c, 
d; Keaney et al . , 1993; Jia et al . , 1996). Ces molecules, 
caracterisees par une demi-vie plus longue que celle de NO 
(Stamler et al., 1992c), vont participer a 1 ' aggravation 
et 1- evolution des processus pathologiques dans le choc 
septique. Ceux-ci sont probablement dues a 1 ' augmentation 
de la production du GMPc a partir de la guanylate cyclase, 
et au phenomene d'echange de NO entre les thiols des 
proteines et les thiols de faible poids moleculaire. Ceci 
induit une cascade d'evenements prolongeant l'effet nocif 
du NO surtout au niveau vasculaire. 

II convient de rappeler aussi que dans d' autres 
conditions pathologiques la production excessive de NO in 
vivo peut provoquer des troubles neurologiques- varies. Par 
exemple, des travaux ont permis d'etablir que certaines 
populations neuronales sont resistantes aux effets 
toxiques induit par la liberation d' acides amines 
excitateurs tel que le glutamate, alors qu'elles 
produisent des quantites toxiques de NO (Beal et al., 
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1986; Koh el al . . 1986; Koh et Choi, 1988). Ces neurones 
semblent eire egalement preservees dans des pathologies 
telies que la maladie d • Al zheimer ou la choree 
d* Huntington ou le role de NO a ete mis en evidence 
(Ferrante et al., 1985; Meldrum et Garthwaite, 1990; 
Olney, 1991). Plus recemment, NO a ete identife comme un 
element effecteur des troubles neurologiq\ies observee chez 
des malades attaints du syndrome d ' irnmunodef icience 
acquise (Bukrinsky et al . , 1995; Lipton et Gendelman, 
1995)". Le NO est considere comme necessaire mais pas 
suffisant pour induire la mort cellulaire. II peut reagir 
avec d'autres radicaux libres tels que les superoxydes ( 
dormant lieu a la formation de peroxyni tri te , espece 
chimique particulierement toxique (Beckman et al . , 1990; 

Radi et al., 1991) . 

' Le NO est egalement un des mediateurs impliques 
dans different maladies " auto immune s " . Ainsi, par exemple, 
il participerait a la destruction des cellules (3 des Hot 
de Langerhans et entrainerait 1* apparition d ' un diabete 
(Welsh et al. , 1994; Lindsay et al . , 1995; McDaniel et 
al.. 1996). De plus, NO synthetise peut se fixer sur des 
acides amines (surtout la cysteine et la tyrosine) , 
entrainant une ni trosylation et une modification des 
proteines ou des enzymes au niveau tissulaire. Ces 
proteines du soi peuvent done devenir, dans des conditions 
pathologiques, des molecules etrangeres a l'organisme 
induisant chez 1 ' homme des auto-anticorps, comme dans le 
cas de la sclerose en plaques et de la polyarthrite 
inf 1 ammat oire . La ni t r o sy 1 a t i on d'antigenes et 
1" apparition d * Ac correspondant s serai t un phenomene 
naturel, eventuel lement majore par une surproduct ion de 
NO. Le role de ces derives- nitrosyles antigeniques 
pourrait etre la destruction des cellules cibles qui les 
portent. Ainsi, la ni trosylation d'antigenes microbiens 
pourrait s ' accompagner de celles d'antigenes du soi. Les 
Ac produits outre leur divers roles sur les antigenes 
exogenes, pourraient egalement agir sur le soi. Selon la 
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quantite produite,. les proprietes biologiqu.es liees a 
l'isotypie de 1 ' Ac . et son af finite, differents resultats 
pourraient etre observes: destruction des cellules, 
masquage des epitopes entrainant la protection, etc... 

D'un point de vue experimental, 1 ' intervention 
du NO dans les pathologies inf lammatoires et immunes 
experimental induites chez la rate Lewis est maitenant 
bien etablie. Plusieurs auteurs ont rapporte par des 
approches differentes que NO pourrait avoir un role 
important dans ces processus degeneratif s , 1 1 un touchant 
la myeline centrale, 1 ' autre 1 ' articulation et sa 
synoviale . 

Deux modeles animaux ont ete developpes dans le 
cadre de 1' invention. Le premier qui mime 1' evolution 
neurologique de la SEP et le second qui consiste -en un 
modele d'arthrite inf lammatoire a. adjuvant. Le role de NO 
. et des derives nitres dans les processsus inf lammatoires 
et la destruction tissulaire a ete demontre (Halliwell et 
al., 1992; Winyard et al . , 1992; Morris et al'., 1995). 
Ensuite, des Ac circulants d'apparition precoce apres 
1' induction des modeles experimental: ont et^e mis en 
' evidence. Ces immunoglobulines reconnaissent trois cibles 
antigeniques portant NO ou N0 2 NO-Cys-G. NO-Tyr et 
N0 2 -Tyr. Leur presence pourrait signer une stimulation 
5 antigenique liee a 1 ' hyperproduc t ion de NO. D'autre part, 

1' analyse des processus physiopatnologiques , cliniques et 
immunologiques, confirme une augmentation de la production 
du NO. Celle-ci pourrait etre principalement localisee au 
niveau des lesions et sans doute en rapport avec la 
stimulation macrophagique . Mais les cibles endogenes : Cys 
et Tyr transpor teur s potentiels de NO sont-elles des 
elements cles dans la physiopathogenie ? Les effets 
therapeutiques de l'Ac monoclonal anti-NO-Cys-G soulignent 
le role potentiel joue par 1 ' epitope NO-Cys. La 
reconnaissance in vivo de cette cible entraine 1' abolition 
des symptomes d ' EAE et diminue considerablement l'arthrite 
inf lammatoire. L'antigene NO-Cys apparait done dans ces 
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conditions comme une etape cle conduisant vers la 
destruction myelinique pour 1 ' EAE et 1 ' inflammation de la 
synoviale dans 1'archrite. 

La presence d ' Ac dans le serum des animaux 
experimentaux et le role protecteur des Ac injectes, 
indiquent que la neutralisation de 1' epitope NO-CysG joue 
un role protecteur important. L ' absence de protection chez 
les animaux non injectes, malgre la presence . des Ac, 
indique que (i) les Ac produits ont une af finite trop 
faible, ou sont en quantite insuf f isante, ou produits trop 
tardivement. (ii) Les Ac produits n' ont pas les memes 
fonctions ou sont peut etre d 1 un autre isotype que les Ac 
injectes. La determination isotypique, 1' etude 
immunochimique des Ac produits, leur purification puis 
leur injection a des animaux experimentaux permettront de 
repondre a ces questions. 

Enfin, les deux modeles animaux utilises ont 
permis d ' obtenir des resultats importants . En prenant 
l'EAE (modele experimental de la SEP chez l'bonune) , pour 
laquelle une protection presque totale a ete notee, les 
resultats obtenus constitue une approche therapeut ique de 
la SEP. 
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Revendications 

1) Anticorps purifie reconnaissant 
specif iquement une proteine nitrosylee. 

2) Anticorps selon la r evendica t ion 1, 
caracterise en ce que ladite proteine est un transporteur 
de NO. 

3) Anticorps selon les revendications 1 ou 2 , 
reconnaissant specif iquement "une albumine nitrosylee. 

4) Anticorps selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est un 
anticorps polyclonal . 

5) Anticorps .selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est un 
anticorps monoclonal. 



6) Ensemble d' anticorps selon la revendication 4 



ou 5 



7) Immunogene pour la preparation d' anticorps 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il est constitue par une proteine 
porteuse nitrosylee dont la sequence possede un site de 
nitrosylation, ou par un acide amine nitrosyle couple a 
une proteine porteuse . 

8) Immunogene selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le site de ni trosylation ou 1' acide 
amine est choisi parmi la tyrosine, la cysteine 
eventuellement acetylee ou le tryptophane. 
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9) . immunogene selon l'une des revendications 7 
ou 8, caracterise en ce que la proteine porteuse est une 
albumine . 

10) Procede de preparation d'un immunogene selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 9, caracterise en 
ce que 1 • on couple un acide amine a une proteine porteuse. 
puis en ce que 1 ' on nitrosyle le conjugue obtenu par un 
compose donneur de NO. 

11) Composition pharmaceutique , caracterisee en 
ce qu'elle comprend comme principe act if un anticorps 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 ou un 
ensemble d'anticorps selon la r evendi ca t ion 6 
avantageusement disperse dans un vehicule ou des 
excipients pharmaceutiquement acceptables . 

12) Utilisation d'un anticorps selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou d ' un ensemble 
d' anticorps selon la revendication 6 ou d'une composition 
■ selon la revendication 11, pour la preparation d'un 
medicament destine a traiter ou prevenir une pathologie 
dans lesquelles NO , ses derives ou conjugues sent 
impliques. 

13) Procede de detection in vitro de 
proteines nitrosylees dans un echantillon biologique 
comprenant au mo ins les e tapes suivantes : 

- la mise en contact de cet echantillon avec 
au moins.un anticorps selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 5 ou un ensemble d' anticorps selon la 
revendi-cation 6, eventuel lement marques, dans des 
conditions permettant la formation de complexes 

immunologiques ; 

- la detection d'un cbmplexe immunologique 
antigene-anticorps par des methodes physiques ou 
chimiques . 
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14) kit pour la mise en oeuvre d'un procede 
selon la revendicat ion 13, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

au moins un anticorps selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou un ensemble 
d* anticorps selon la revendication 6, eventuellement 
marques , 

- des reactifs pour la constitution d'un 
milieu propice a la reaction immunologique entre ledit 
anticorps et les proteines nitrosylees eventuellement 
presentes dans un echantillon biologique; 

- eventuellement un ou plusieurs reactifs de 
detection eventuellement marques aptes a reagir avec les 
complexes immunologiques eventuellement formes; 

.- eventuellement un ou plusieurs reactifs 
biologiques de reference et de controle. 
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